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RESUMEN

Los procesos de transformacién en la industria de alimentos generan grandes cantidades de
residuos que, ademas de convertirse en un problema econémico para las empresas, de no ser
tratados son los causantes de la contaminacion ambiental y pueden representar un riesgo para la
salud humana y el nicho ecoldgico de muchas especies animales y vegetales. Muchos de estos
residuos tienen un valor potencialmente recuperable que se puede obtener mediante la extraccion
de compuestos de alto valor afiadido que pueden ser utilizados como aditivos naturales en la

industria alimenticia, cosmética y farmacéutica.

Teniendo en cuenta el potencial de los distintos residuos, en este estudio se plante6 como
objetivo el caracterizar y determinar la actividad antioxidante de los residuos de cascaras tomate

de érbol (Solanum betaceum),

Para ello se realizo un andlisis proximal y se determind el indice de absorcion de agua, indice
de solubilidad en agua y poder de hinchamiento del material molido, ademas se estudio el efecto
de la potencia, la frecuencia y el tiempo en la extraccion asistida por ultrasonido sobre el
contenido de fenoles totales de la cascara de tomate de arbol por el método Folin-Ciocalteu,

finalmente se determing la actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y ORAC.

Se determino que las cascaras de tomate de arbol se caracterizan por un alto contenido de fibra
cruda (45,22 g/100 g) y de nutrientes como el potasio (1540 mg/g) y el calcio (220 mg/100 g).
Las cascara de tomate de arbol molidas presentan un indice de absorcion de agua de 5,16, indice

de solubilidad en agua de 10,53 y poder de hinchamiento 5,66.

Los factores frecuencia, potencia y tiempo de extraccion, al igual que la interaccion potencia-

tiempo de extraccion, bajo los niveles estudiados en el proceso de extraccion de fenoles asistido
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con ultrasonido, causaron un efecto estadisticamente significativo sobre el contenido de fenoles

totales (p-valor < 0,05) con un intervalo de confianza de 95%.

En cuanto al contenido de fenoles totales se pudo establecer que el mayor contenido, bajo los
niveles estudiados fue cuando la extraccion asistida con ultrasonido se realizo a 37 KHz de
frecuencia, tiempo de extraccion de 30 min y con potencia de 220 V con un valor de 83,18 mg
GAE/g de muestra seca, muestra que presentd una actividad antioxidante de 72,80, 354,41 y
367,29 umol Trolox/g de muestra seca, obtenidas bajo las metodologias DPPH, ABTS y ORAC,

respectivamente.

Palabras clave: residuo, tomate de arbol, ultrasonido, actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Processes of transformation in the food industry generate large amounts of waste that, in
addition to becoming an economic problem for companies, if not treated are the cause of
environmental pollution and may represent a risk to human health and niche ecological diversity
of many animal and plant species. Many of these residues have a potentially recoverable value
that can be obtained by extracting high added value compounds that can be used as natural

additives in the food, cosmetic and pharmaceutical industries.

Taking into account the potential of the different residues, the objective in this study was to
characterize and to determine the antioxidant activity of the peel of tree tomatoes (Solanum

betaceum).

For this, a proximal analysis was carried out and the water absorption index, water solubility
index and swelling power were determined. Also studied the effect of power, frequency and time
on ultrasonic assisted extraction on the total phenol content by the Folin-Ciocalteu method,

finally the antioxidant activity was determined by the DPPH, ABTS and ORAC methods.

It was determined that the tree tomato peel is characterized by the high content of crude fiber
(45,22¢9/100g) and of nutrients such as potassium (1540 mg/g) and calcium (220mg/g). The
ground peel has a water absorption index of 5,16, water solubility index of 10,53 and swelling

power 5,66.

The frequency, power and time of extraction, as well as the power-time interaction, under the
levels studied in the process of extraction of phenols assisted by ultrasound, cause a statistically

significant effect on the total phenol content (p-value <0.05)
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Regarding the total phenol content, it was possible to establish that the highest content, under
the levels studied was when the assisted extraction with ultrasound was performed at 37KHz
frequency, extraction time of 30 min and with power of 220V with a value of 83,18 mg GAE/g
dry sample, which showed an antioxidant activity of 72,80; 354,41 and 367,29 umol Trolox/g of

dry sample obtained using the DPPH, ABTS and ORAC methodologies, respectively.

Key words: Wastes, tree tomato, ultrasound, antioxidant capacity.
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INTRODUCCION
Colombia es catalogado como uno de los paises con mayor mega-diversidad en el mundo,
estatus que le permite dar a conocer que hoy en dia cuenta con al menos 150 frutos que son
originarios del pais y mas de 50 provenientes de otras regiones que lograron adaptarse a las
condiciones agroclimaticas del pais. La alta diversidad y disponibilidad de estos recuersos hace
posible que se desarrollen diversos procesos de transformacion que permiten generar valor
agregado sobre los productos, permitiento asi una masificacion de mercados y una alternativa

economica para las familias productoras.

Narifio no es la excepcion, el departamento ha mostrado un importante crecimiento del sector
fruticola, insertando lentamente el procesamiento de frutas, haciendo que esta actividad tome
importancia en el sector socio-econémico de la regién. En este sentido uno de los mayores
problemas relacionado con la produccion y la transformacion de materia primas, tiene que ver
con la eliminacion y el aprovechamiento de residuos que en general no cuentan con mayor
disposicion que la eliminacion en conjunto con residuos organicos e inorganicos generados en los

hogares o la alimentacion animal.

La tendencia mundial en torno a la salud y alimentacién, refleja que actualmente los
consumidores desean obtener no solo alimentos que logren saciar el hambre si no que cuenten
con caracteristicas funcionales y alto contenido de nutrientes, que den una funcion benefica en la
prevencion y control de enfermedades. Dentro de esos compuesto tenemos los antioxidantes que
en numerosas investigaciones se ha demostrado que su inclusion en la dieta puede reducir el
riesgo de padecer un gran nimero de afectaciones como enfermedades cardiovasculares, cancer,

enfermedades gastricas, respiratorias, neurologicas y del sistema endocrino.
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Teniendo en cuenta estos precedentes y considerando que el tomate de arbol es uno de los
frutos regionales de mayor comercializacion, la presente investigacion tiene como finalidad la
caracterizacion fisicoquimica de cascara en polvo de tomate de arbol (Solanum betaceum), asi
como la extraccion de compuestos fenolicos empleando diferentes tiempos, potencias y
frecuencias en la extraccion asistida por ultrasonido para finalmente realizar la determinacion de
la actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y ORAC del extracto con el mayor
contenido de fenoles totales. La variacion y combinacion de los anteriores factores permitira
obtener un resultado que genere una alternativa para el aprovechamiento de este subproducto, y a

su vez permita tener referentes locales en cuanto a estudios de actividad antioxidante.

Asi, el objetivo central de esta investigacion es la caracterizacion fisicoquimica y la
determinacion de actividad antioxidante de la cascara en polvo proveniente tomate de arbol

(Solanum betaceum), provenientes del departamento de Narifio.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion mundial de frutas aumentd en el periodo comprendido entre 2000 y 2006 en
mas de 49 millones de toneladas, al pasar de 399,5 a 449,1 millones de toneladas. El 79,2% de la
produccién de frutas se concentra en uvas (16,1%), bananos (15,3%), manzanas (14,7%),
naranjas (15,9%), frutas no clasificadas Previamente (NCP) (9,6%) y platanos (7,6%) (Direccion
Nacional de Planeacion, 2008). Por su parte, las frutas tropicales correspondientes al 13% de la
produccién mundial, aumentaron en el mismo periodo en 9,8 millones de toneladas hasta alcanzar
los 58,7 millones de toneladas en 2006, de las cuales el 98% corresponde a la produccion de los

paises en desarrollo (Direccion Nacional de Planeacién, 2008).

Colombia es uno de los paises con mayor variedad de frutas en el mundo. Su diversidad
geografica, en conjunto con todas las clases de suelo y climas existentes, permiten que cerca de
51.220 especies de plantas florezcan, estableciéndose como el segundo pais con mayor ndmero
de especies después de Brasil. De los frutos cultivados en Colombia al menos 150 frutos son
originarios del pais y mas de 50 son frutos procedentes de Africa, Asia, Eurasia y Australia, que

lograron adaptarse a las condiciones agroecolégicas del pais (Contreras et al., 2011).

Segun la encuesta nacional agropecuaria de 2014, el 16,7 % del area cultivada en Colombia
corresponde a areas sembradas con frutas, equivalentes a 1.510.372 hectareas. Segun el
Ministerio de Agricultura y desarrollo rural (MADR) el cultivo de tomate de arbol junto al de
naranja, mango, aguacate, guayaba, mandarina, banano, pifia, mora y coco son los cultivos con el

mayor impacto econémico y social.

El MADR establecio que la produccion de frutas y hortalizas en el periodo comprendido entre
2000 y 2006 incrementd de 3,97 a 4,64 millones de toneladas; de estas cifras el volumen de

produccion de frutas paso de 2,26 a 3,11 millones de toneladas desde el afio 2000 hasta el 2006,
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lo que equivale a un crecimiento promedio anual del 4,7% (Direccion Nacional de Planeacion,
2008). Como se muestra en la tabla 1, dicho comportamiento se ha mantenido en el periodo 2010

— 2014 donde el crecimiento total durante este periodo fue de un 22%.

Tabla 1

Produccion de Frutas en Colombia

FRUTALES 2010 2011 2012 2013 2014
Areas (Has) 236.848 241.770 256.100 268.608 279.352
Produccion (Ton) 3.166.688 3.304.462  3.555.880 3.373.880  3.885.786
Rendimiento (Ton/Ha) 13.37 13.66 13.88 13.91 13.91

Fuente: (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), 2015).

Narifio ocupa el tercer lugar en &reas dedicadas al cultivo de frutas con el 7,1% de las
hectéareas dedicadas a esta actividad después de Valle del Cauca y Antioquia. La produccion de
frutas en Narifio para el afio 2010 fue de 133.669 toneladas (Encuesta Nacional Agropecuaria,

2014).

En Narifio el crecimiento del sector fruticola ha permitido que lentamente el procesamiento de
frutas tome importancia en el sector socio-econdmico de la region. Las frutas mas utilizadas para
el procesamiento son el lulo, maracuyd, tomate de arbol, mora, mango, guanabana, maracuya,
papaya y guayaba. El tomate de arbol es la fruta con mayor produccién anual en el departamento
con 4477,5 toneladas, le sigue la papaya con 2862,5 toneladas, mora con 2674,9 toneladas, lulo
con 2268,9 toneladas, maracuya con 1602,3 toneladas y el mango, guayaba y guanabana con las

producciones mas bajas de 649,5, 238,5 y 221 toneladas, respectivamente (Hurtado, 2014).

El proceso transformativo de la cadena fruticola comprende uno de los eslabones mas

importantes, el cual culmina con la comercializacién de productos tales como; zumos,
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mermeladas, néctares, etc. Los procesos de transformacion hortofruticola generan cantidades
importantes de residuos causantes de contaminacién ambiental en aguas, suelos y atmdsfera, que
ademas ponen en peligro la salud humana y el nicho ecolégico de muchas especies animales y
vegetales. A raiz de esta problematica, diversas investigaciones en diferentes paises han evaluado
las diversas propiedades y usos de estos materiales con el fin de mitigar el impacto ambiental que
generan, ademas de buscar posibles aplicaciones industriales que representen beneficios

econdémicos (Sanchez et al., 2010).

El tomate de arbol de acuerdo a Castro y colaboradores (2013) es una fruta principalmente
consumida en fresco o en zumos, sin embargo y debido a la demanda, algunos productos
procesados se elaboran actualmente, lo que implica la eliminacion del epicarpio, debido a su
sabor amargo, agrio y astringente, en la etapa de pelado, produciéndose una pérdida que puede
alcanzar hasta un 8% de la fruta procesada, este residuo en realidad no se utiliza y en muchos
casos es una fuente de contaminacion. Segun Martinez (2015) el rendimiento del pelado en el
tomate de arbol depende del método que se utilice para realizar dicho procedimiento y de la
variedad de la fruta. EI pelado manual obtiene un rendimiento con valores que oscilan entre 81 y

83% mientras que el rendimiento de pulpa al aplicar pelado quimico puede alcanzar un 98%.

En general la industrializacion de frutas, como toda industria de alimentos implica la
generacion de una cantidad considerable de residuos que pueden ser aprovechados de diversas
formas, como en alimentacién animal, abonos, obtencion de biogéas, en la extraccion de aceites,
pectinas, flavonoides, entre otros. Sin embargo, en la mayoria de los casos, los residuos
generados del procesamiento de frutas se arrojan en las basuras generando diversas problematicas
y en algunos casos, por ejemplo en Medellin y la zona del Valle de Aburra se utilizan como

abono y concentrados para animales (Yepes et al., 2008).
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De acuerdo a lo planteado anteriormente la pregunta a resolver con este proyecto de
investigacion es la siguiente: ¢Cuales son las caracteristicas fisicoquimicas y la actividad
antioxidante de las cascaras de tomate de arbol generadas durante el proceso de

transformacion del fruto?
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2. JUSTIFICACION

La industria alimentaria genera grandes cantidades de residuos y subproductos que contienen
compuestos bioldgicamente activos de gran valor, que debido a su insuficiente utilizacion
generan un impacto negativo de tipo econdmico y ambiental. Los residuos de la industria
alimentaria producidos durante el crecimiento de un cultivo, asi como durante las etapas de
embalaje, procesamiento, almacenamiento, y la comercializacién de los productos, tienen un
valor potencialmente recuperable que se puede obtener mediante la extraccion de compuestos de
alto valor afiadido que pueden ser utilizados como aditivos alimentarios naturales. La importancia
de los aditivos alimentarios naturales se hace cada vez mayor debido a un uso mas amplio de
estos compuestos naturales en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Vagi et al.,

2007; Riggi & Avola, 2008).

En Narifio el manejo de los residuos de frutas (semillas y cascara), no tienen un destino que le
imprima valor, debido principalmente a que las estrategias de aprovechamiento de residuos
agroindustriales de este tipo, se concentran simplemente a proceso de compostaje para luego ser
usado como abono o la disposicion final de dichos residuos en un relleno sanitario, actividad que

limita la generacion de un mayor valor agregado (Hurtado, 2014).

Algunas de las areas dentro de las que se han centrado estas investigaciones son la obtencion
de combustibles (Parawira et al., 2008), de saborizantes y compuestos aplicables a la industria de
alimentos (Rivas et al., 2009; Di Giogia et al., 2007), y de pesticidas (Cayuela et al., 2008), entre
otras. Una de las aplicaciones que mayor fuerza ha cobrado y en la cual se ha hecho mas visible
la utilizacion de subproductos de la industria hortofruticola, es el area de salud y nutricion
humana mediante el desarrollo de nuevos farmacos o el aprovechamiento de componentes

funcionales, que son afiadidos a otras sustancias alimenticias.
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La transicion epidemioldgica de las enfermedades cronicas no transmisibles del adulto es un
problema de salud publica en paises en desarrollo, el aumento en la prevalencia de enfermedades
cronicas y degenerativas en todo el mundo, debido principalmente a las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias cronicas y la diabetes, al igual que las
enfermedades neuroldgicas y reumaticas, ademas de alterar significativamente la calidad de vida,
representan el 60% de las muertes, de las cuales el 80% ocurren en paises de bajos y de medianos
ingresos (Caballero & Palacio, 2010; Velazquez et al., 2003). Se estima que en 2005
aproximadamente 35 millones de personas de todo el mundo murieron por enfermedades
cronicas, cifra que duplica el nimero de defunciones debidas a enfermedades infecciosas, las

condiciones maternas y perinatales y las carencias nutricionales (Martinez & Diaz, 2010).

Para el afio 2006 en Colombia, la enfermedad cardiovascular fue la primera causa de
mortalidad (28.650 casos), por encima de las defunciones a causa de homicidios (16.913 casos),
seguido de las enfermedades cerebrovasculares (14.555 casos), enfermedades crénicas de las vias

respiratorias (11.479 casos) y diabetes mellitus (7.320 casos) (Martinez & Diaz, 2010).

Numerosas investigaciones han demostrado que el consumo de antioxidantes en la dieta puede
reducir el riesgo de padecer un gran numero de afectaciones como enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades gastricas, respiratorias, neuroldgicas y del sistema
endocrino. Dentro de estas enfermedades las del tipo cardiovascular poseen varios estudios de
tipo cientifico que avalan el uso de antioxidantes como la vitamina E. Dicha vitamina es
transportada por las lipoprotenias de baja densidad (LDL), reduciendo asi los procesos de
oxidacion; ademas muchos antioxidantes ejercen accion vasodilatadora, vasoprotectora,
antitrombotica, antilipemica o antiesclerotica. En el caso de la diabetes los antioxidantes se

encargan de la inhibicion a nivel del intestino de la digestion de carbohidratos principalmente
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glucosa, hallando ademas que sustancias de tipo antioxidante podrian estimular la secrecion de
insulina en el pancreas, activando la recaptura de glucosa en los tejidos blanco para la hormona

(Coronado et al., 2005).

De igual forma se tienen estudios que relacionan el consumo de antioxidantes y la disminucion
de alrededor de 100 afecciones cronicas y su relacion con el desbalance del sistema oxidativo
(Nuriez, 2011). La mayor parte de la capacidad antioxidante que presentan frutas y vegetales se
debe a su contenido de vitamina E, C y carotenos, asi como al gran nimero de polifenoles que
estos poseen (Garcia et al., 2001). Por su parte investigaciones realizadas hasta el momento
reportan que la actividad antioxidante de frutos tropicales como curuba, borojo, granadilla,
sapote, entre otros, es entre 78 y 31 veces mayor en la cascara que en la pulpa, al igual que el

contenido de fenoles totales (Contreras et al., 2011).

La cantidad de residuos que se generan durante el procesamiento de frutas, y la concentracion
de componentes con alto valor bioldgico en combinacién con las caracteristicas antirradicalarias
potencialmente beneficiosas en la salud, justifica el interés de los investigadores en realizar la
caracterizacion fisicoquimica y posterior determinacion de la actividad antioxidante en residuos

de tomate de &rbol (Solanum betaceum Cav.).
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3. MARCO TEORICO
3.1 Tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.)

El tomate de arbol, también conocido como tomate de palo, tomate cimarron, y
contragallinazo (Calvo, 2009), es una planta arbustiva perteneciente a la familia de las sonalaceas
diferenciada por un gran follaje y una altura que puede oscilar entre los 2 y 3 metros. La planta se
caracteriza por sus tallos semilefiosos, hojas codiformes (forma de corazon), carnosas, levemente
pubescentes y muy grandes. La planta tiene flores de color morado, blanco o purpura (Pinto &

Tiaguaro, 2012).

3.1.1 Origen

La planta es originaria de América del sur en la region que comprende los paises de Perd,
Ecuador y Colombia (Pinto & Tiaguaro, 2012), disperso en otros paises de la region andina como
Chile, Ecuador, Bolivia y Brasil. La planta también es cultivada en las zonas montafiosas de
Africa, India y Australia. En Nueva Zelanda el fruto del tomate del arbol se ha hecho tan popular

que ha desplazado al Kiwi Fruit (Calvo, 2009).

3.1.2 Taxonomia

El nombre cientifico del tomate de arbol anteriormente llamado Cyphomandra betacea Sendt,
se fijo definitivamente como Solanum betaceum Cav en el afio 1995. La clasificacion de esta
especie en el sistema jerarquico vegetal, la sitta en el género Solanum, en la seccién Pachyphylla

(Cérdenas, 2009).
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Tabla 2.

Clasificacion taxonémica del tomate de arbol.

Reino Plantae

Superdivisién Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Astaridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae
Género Solanum
Subgénero Bassovia

Seccion Pachyphylla
Especie Solanum betaceum

Fuente: (Cardenas, 2009)

3.1.3 Caracteristicas fisicoquimicas
El fruto de tomate de arbol es una fuente importante de beta caroteno (provitamina A)
vitamina B6, vitamina C (&cido ascorbico) vitamina E y hierro; ademas posee cantidades

importantes de potasio, magnesio y fosforo (Calvo, 2009).



Tabla 3.
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Contenido quimico del tomate de arbol S. betaceum (Contenido en 100 gr de parte comestible.

Fuente: (Cardenas, 2009)

Componente Contenido en 100g
Agua 85,54 ¢
Proteina 1,79
Grasa 01g
Carbohidratos 10,3 ¢
Fibra 119
Cenizas 08¢
Fosforo 22 mg
Calcio 6 mg
Hierro 0,4 mg
Tiamina 0,05 mg
Riboflavina 0,03 mg
Niacina 1,1 mg
Acido ascorbico 25 mg
Vitamina A 100 mg

El Tomate de arbol es conocido por su alto contenido de nitrdgeno, fosforo, potasio (Clark &

Richardson, 2002), carotenoides (Rodriguez et al., 1983), antocianinas (Bobbio et al.,1983) y

otros compuestos fendlicos (Schmeda et al., 2005). Diferentes antocianinas se han identificado en

las frutas de Peru, Brasil, Ecuador y Colombia, asi como, carotenoides en frutos de Brasil y

Australia (Castro et al., 2013).
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Estos compuestos no solo son responsables del color de la fruta, sino que también poseen
propiedades bioldgicas, terapéuticas y preventivas (Kong et al., 2003) (Bast et al., 1998).
Recientemente se ha evaluado la actividad antioxidante (AA), de diferentes extractos de tomate
de arbol y las fracciones de los resultados obtenidos muestran un alto potencial de captacion de
radicales por métodos DPPH y ABTS (Ordofiez et al., 2010), asi como, un efecto inhibidor
potente de la oxidacion LDL in vitro (Kou et al., 2009). Esta actividad probablemente se asocia a

los compuestos mencionados anteriormente (Bast et al., 1998).

3.1.4 Morfologia

El fruto de tomate de arbol es ovalado, ovoide o redondo con un peddnculo largo y piel lisa y
brillante. Su color varia dependiendo de la especie y del estado de madurez desde el verde en
estado inmaduro hasta amarillo, anaranjado, rojo, purpura oscuro y jaspeado de diferentes
matices en su madurez; la pulpa del tomate de arbol es de color anaranjada o amarilla. Dentro del
fruto se encuentran las semillas, las cuales se caracterizan por ser de forma aplanada y lenticular
con un diametro de 2 a 4 mm, color blanco y un recubrimiento con un mucilago de pigmentos

anaranjados, rojizos o morados (Camara de Comercio de Bogota, 2015).

3.2 Residuos

Es cualquier objeto, material, sustancia, elemento o producto que se encuentra en estado solido
o semisolido, o es un liquido o gas contenido en recipientes o depdsitos cuyo generador descarta
rechaza o entrega porque sus propiedades no permiten usarlo nuevamente en la actividad que lo

gener0 0 porque la legislacion o la normatividad vigente asi lo estipula (DECRETO 4741, 2005).

3.3 Radicales libres
En los seres vivos aerobios se generan continuamente radicales libres y especies reactivas de

oxigeno tales como anion superoxido, radical hidroxilo y oxigeno singlete, derivados de procesos



CARACTERIZACION FISICOQUIMICA 31

fisioldgicos normales, como la fosforilacion oxidativa y como resultado de la exposicién diaria
a la radiacion ionizante, la contaminacion atmosférica, el humo del cigarrillo, entre otros (Rojano

et al., 2008).

Los radicales libres son especies muy reactivas que pueden dafiar biomoléculas como
carbohidratos, proteinas, lipidos, y ADN vy, por consiguiente, afectar la membrana plasmatica y

organelos como la mitocondria y el nucleo celular (Choksi et al., 2004).

La célula se protege de los radicales libres mediante la accion de sistemas enzimaticos
antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), la lactoferrina, la catalasa y la glutation
peroxidasa, y de sistemas no enzimaticos donde se incluyen antioxidantes como las vitaminas E

y C, flavonoides y carotenoides provenientes de la dieta (Yilmaz et al., 2003; Szeto et al., 2002).

Sin embargo, cuando los radicales libres producidos en el organismo sobrepasan la capacidad
de la célula para protegerse o repararse por si misma, conducen al estrés oxidativo, el cual esta
asociado a enfermedades degenerativas o cronicas como el cancer, la arterioesclerosis, la artritis
reumatoidea, el mal de Parkinson, diabetes mellitus, envejecimiento y la infertilidad masculina

(Mark & McCalland, 1999)

3.3.1 Especies reactivas del oxigeno ERO

El oxigeno esta directamente asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mismo tiempo que
involucra un peligro potencial debido a las caracteristicas paramagnéticas de este gas,
responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos y dotados de una alta

reactividad conocidas como “Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO) (Gil del Valle, 2011).
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Entre las ERO se encuentran los radicales libres (RL) cualquier especie molecular con uno o
mas electrones desapareados, (Zhu et al., 2011) y moléculas derivadas del oxigeno que posean

alta capacidad reactiva (Li et al., 2011).

Bajo condiciones patoldgicas, niveles de EROS bastante elevados, se conocen como estrés
oxidativo (Li et al., 2011), dicho estrés es causante del dafio en proteinas, membranas y acidos

nucleicos a nivel celular, perturbando el balance redox celular (Fransen et al., 2011).

3.3.2 Principales fuentes o mecanismos generadores de ERO’s.

Los mecanismos fundamentales por los que se generan EROS son:

a. Cadena de transporte electronico mitocondrial

La mitocondria cumple con la mayoria de los requerimientos energéticos de la célula a traves
del metabolismo oxidativo (Carneiro et al., 2012), la cual es considerada como la mayor fuente
de ERO (Li, et al., 2011), aproximadamente entre el 1-5% del oxigeno total consumido por la
mitocondria es convertido en EROS por reduccion parcial del oxigeno al anion radical

superdxido (O2 «-) (Brawek et al., 2010), como se describe en la figura 1.
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e Ubiquinona

Ubisemiquinona

NADH o, + aH"

*-
NAD 2H,0

Figura 1. Produccién del anién radical superdxido por la cadena de transporte electrénico

mitocondrial

Fuente: (Ledn de Fernandez, 2004)

b. lones de metales de transicion

DE'_ + Fe}F;:- O, * Fe2+

H,0,+ Feo' — = “QH+ OH+ Fe’' Reaccion de Fenton

Fe/Cu

0.+ H,0 O, *OH + OH Reaccion de Haber-Weiss
2 22 — =

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber-weiss

Fuente: (Tovar del Rio, 2013).

c. Reacciones bioguimicas redox dependientes de O2 que tienen lugar en el metabolismo

celular Monoamino-oxidasa (MAO) (Tovar del Rio, 2013).

d. Exceso de ejercicio fisico, el consumo de O2 por el organismo durante el ejercicio fisico

aumenta 20 veces y en el musculo esquelético hasta casi 100 veces, para incrementar la
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produccién de ATP por la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Pepe et al., 2009). EL aumento

en la utilizacion del O2 trae consigo un incremento en la generacion de O2e-.

e. La radiacion ionizante proveniente de la atmosfera o de la radioterapia es absorbida
fundamentalmente por el H20 (por su abundancia), produciéndose un gran nimero de especies
reactivas (He, ®OH, H202, H20 y H30+) en aproximadamente 10™° segundos luego de la

exposicion (Tovar del Rio, 2013).

6. Pesticidas, contaminantes, humo de cigarrillo y algunos medicamentos (Tawaha et al.,

2007).

3.3.3 Clasificacion de ERO

3.3.3.1 Especies radicalarias

Dentro de las especies radicalarias de mayor interés desde el punto de vista biolégico estan el
radical anion superoxido (Oje-), hidroxilo (*OH), 6xido nitrico (NO@e), hidroperoxilo (HO;e),

peroxilo (RO,e), alcoxilo (ROe) (Carocho & Ferreira, 2013).

3.3.3.2 Especies no radicalarias
Las especies no radicalarias de mayor interés biologico son: acido hipocloroso (HOCI),
peroxinitrito (ONOOY’, perdxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno singlete (*O,) (Carocho &

Ferreira, 2013).

3.4 Antioxidantes

Se conoce con el nombre de antioxidante a toda sustancia que hallandose en bajas
concentraciones, con respecto a la de su sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de
dicho sustrato. El antioxidante al reaccionar con el radical libre cede un electron oxidandose a su

vez y transformandose en un radical libre débil, con un efecto toxico muy bajo o nulo y en
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algunos casos la sustancia puede regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros

antioxidantes (Halliwell, 1999).

Los antioxidantes pueden ser endogenos, fabricados por la propia célula, tales como el
glutation, la coenzima Q, acido tidctico; y antioxidantes exdgenos, que ingresan en el organismo
a través de la dieta o de suplementos con formulaciones antioxidantes como la vitamina E, C,
betacarotenos y flavonoides (Halliwell, 1999). Dentro de los antioxidantes exdgenos hay varias
familias de compuestos activos como los polifenoles y los fitoestrogenos. Entre los polifenoles se

encuentran los flavonoides y los taninos, ampliamente estudiados (Coronado et al., 2005).

Dependiendo de la naturaleza del compuesto, un antioxidante puede prevenir la formacion de
radicales libres o especies reactivas (sistema de prevencion), inhibir la accion de los radicales
libres (sistema barredor) o favorecer la reparacion y la reconstitucién de las estructuras bioldgicas
dafadas (sistema de reparacion) (Dabrowska & Mir, 2009). Dentro de las biomoléculas
encargadas en la reparacion de estructuras dafiadas encontramos a las enzimas endonuclesa
apurinica-apirimidinica y polimerasa beta, reparadoras del ADN y la metionina sulfoxido

reductasa.

Algunos antioxidantes como la quercetina, el a-tocoferol, el B-caroteno y el &cido ascorbico
han demostrado efecto protector contra una variedad de enfermedades como cancer de es6fago,
Ulcera estomacal y duodenal, infertilidad masculina y dafio oxidativo inducido por endotoxinas

(Sierens et al., 2002; Da Silva, et al., 2002; Wilms, et al., 2005).

Para la correcta evaluacién de un buen antioxidante este debe cumplir con muchos requisitos
como: una alta solubilidad en el medio, una correcta orientacion para interactuar con los

radicales libres, orientarse adecuadamente en un sistema emulsificado (alimento), proteger los
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lipidos oxidables, ser un buen reductor y funcionar con alta reactividad, efectividad a diferentes
pH vy, en general, debido a los diversos mecanismos del antioxidante en el sitio de accion (Prior et

al., 2005).

3.4.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos, son sustancias que poseen un anillo aromatico, unidos a uno 0 mas
grupos hidroxilo, incluyendo derivados funcionales (esteres, glucésidos, etc.) (Porras & Lopez,
2009). Los tres grupos mas importantes en los que se dividen los compuestos fenolicos son:

flavonoides, acidos fenolicos y polifenoles, siendo estos Gltimos los mas comunes.

Las plantas y alimentos contienen una amplia variedad de derivados fendlicos incluyendo
fenoles simples, fenilpropaoides, derivados del &cido benzoico, flavonoides, estilbenos, taninos,
lignanos y ligninas. Dentro de las propiedades que se les confiere a los fenoles son la funcién de
antibioticos, uso como pesticidas naturales, agentes protectores de los rayos UV vy aislantes en las

paredes celulares (Shadini & Naczk, 2004 citado por Porras & Lopez, 2009).

3.4.2 Flavonoides

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es amarillo, fueron
descubiertos por el cientifico hangaro Albert Szent-Gyorgyi, premio nobel de fisiologia y
medicina en 1937 (Quifiones et al., 2012), pertenecen a la mayor clase de compuestos
polifendlicos ampliamente distribuidos en las plantas, muchos son componentes de pigmentos
naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo de dafios que pueden ser
causados por agentes oxidantes tales como los rayos ultravioletas, la polucién y sustancias
quimicas presentes en las plantas (Martinez et al., 2002). Entre flavonoides se pueden sefialar las
antocianinas (rojo-azulado de las fresas), catequinas (té verde y negro), citroflavonoides

(naranjina), isoflavonoides (genisteina y daidazaina) y protoantocianidinas (semillas de uva y
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vino) (Coronado et al., 2005). Las flavonoides son componentes de las plantas muy valiosos en la
captura de radicales libres, debido a la gran cantidad de grupos hidroxilos presentes en su

estructura.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comdn
difenil-pirano (C¢C3Cs), compuesto por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C
de pirano heterociclico. Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en sus anillos y por

tanto son estructuras polifenolicas (Quifiones et al., 2012).

5 4

Figura 3. Estructura de un Flavonoide

Fuente: (Quifiones et al., 2012).

Quimicamente, una actividad antioxidante Optima se relaciona con la presencia de grupos
hidroxilos en las posiciones 3" y 4" del anillo B, los cuales confieren una elevada estabilidad al

radical formado (Harborne & Williams, 2000) (Sanchez, 2002)

Existen varios subgrupos de flavonoides, la clasificacion de dichos compuestos se hace en
funcion del estado de oxidacion del anillo heterociclico (Anillo C) y de la posicion del anillo B
(Quifiones et al., 2012). En funcién de la estructura quimica los principales subgrupos de

flavonoides son:
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Flavonoles: caracterizados por poseer un grupo ceto en el carbono C, y una instauracion entre
los carbonos C, y Cs. Es el grupo de polifenoles mas comun en los alimentos (Quifiones et al.,

2012).

Figura 4. Estructura quimica de los Flavonoles.

Fuente: (Quifiones et al., 2012).

Flavonas: Posee un grupo ceto en el carbono C, y unas insaturaciones entre los carbonos C, y
Cs. Son los flavonoides menos abundantes en los alimentos. Perejil y apio representan las dos

unicas fuentes comestibles (Quifiones et al., 2012).

Figura 5. Estructura quimica de las Flavonas

Fuente: (Quifiones et al., 2012).
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Flavanonas: Son anélogos de las Flavonas con el anillo C saturado. Se encuentran en grandes
concentraciones en citricos y en tomates, y en ciertas plantas aromaticas con la menta (Quifiones

etal., 2012).

Figura 6. Estructura quimica de los Flavanonas.

Fuente: (Quifiones et al., 2012).

Isoflavonas: Poseen un anillo bencénico lateral en la posicion Csz y grupos hidroxilos en los
carbono C; y C4. Se presentan exclusivamente en plantas leguminosas siendo la soja y sus

derivados la principal fuente de estos compuestos (Quifiones et al., 2012).

Figura 7. Estructura quimica de los Isoflavonas.

Fuente: (Quifiones et al., 2012)
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Antocianinas: Son compuestos hidrosolubles, y constituyen uno de los grupos mas
importantes de pigmentos vegetales. Se pueden encontrar en ciertos cereales, en el vino tinto y en

algunos vegetales, aungue aparecen mayoritariamente en las frutas (Quifiones et al., 2012).

Figura 8. Estructura quimica de las Antocianinas.

Fuente: (Quifiones et al., 2012)

Flavanoles: Poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono Cs. Pueden
aparecer como mondmeros o como polimeros con distintos grados de polimerizacion. Los
flavanoles méas representativos en los alimentos son los flavan-3-ol, y estos pueden aparecer
como monodmeros (catequinas), como dimeros condensados entre si y como oligbmeros
(procianidinas) o bien como polimeros (proantocianidinas o taninos condensados) (Quifiones et

al., 2012).

OH

HO O o
- OH

“oH
OH
Figura 9. Estructura quimica de los Flavanoles.

Fuente: (Quifiones, et al., 2012)
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Los flavonoides son efectivos donadores de hidrogenos, su potencial antioxidante es
dependiente del nimero y de la posicion de los grupos hidroxilos y su conjugacion, asi como de
la presencia de electrones donadores en el anillo estructural (Miller & Rice, 1997), debido a la
capacidad que posee el grupo aromético de soportar el desapareamiento de electrones por

desplazamiento del sistema de electrones-n (Ramirez et al., 1999)

Estudios realizados con compuestos polifendlicos y especialmente los flavondides demuestran
su capacidad antioxidante y su significativa contribucién en la dieta, asi como su efecto en la
prevencion de diversas enfermedades tales como: enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y

enfermedades neurologicas (Kuskoski et al., 2004).

3.5 Métodos de extraccion

El empleo de métodos de tradicionales para la extraccion de compuestos bioactivos a partir de
fuentes naturales es una operacion clasica muy utilizada en las industrias farmacéutica, cosmética
y de alimentos (Rodriguez et al., 2014). Las mayores limitaciones de la extraccién convencional
son los largos tiempo de extraccidn, el requerimiento de solventes costosos y de alta pureza, la
evaporacion de la enorme cantidad de disolvente, la baja selectividad de extraccion y la

descomposicion térmica de compuestos termolabiles (Azmir et al., 2013)

Para superar dichas limitaciones de los métodos de extraccion convencionales, se ha venido
introduciendo nuevas y prometedoras técnicas de extraccion denominadas técnicas de extraccion
no convencionales. Algunas de las técnicas mas prometedoras son la extraccion asistida por
ultrasonido, la extraccion asistida por enzimas, la extraccion asistida por microondas, extraccion
asistida por campo pulsado, extraccion de fluido supercritico y extraccion liquida presurizada.
Algunas de estas técnicas son consideradas como “técnicas verdes”, ya que cumplen con las

normas establecidas por la Agencia de Proteccion Ambiental (Azmir et al., 2013).
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3.5.1 Extraccion convencional con disolventes

Se basa en la transferencia selectiva del compuesto de interés desde una mezcla solida o
liquida con otros compuestos hacia una fase liquida que normalmente estd compuesta por un
disolvente organico. El éxito de esta técnica depende de la diferencia de solubilidad en el
disolvente de extraccion entre el compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la

mezcla inicial (AGROWASTE).

Esta técnica se emplea mucho en la extraccion de aceites esenciales, sin embargo posee
importantes desventajas ya que requiere de tiempos relativamente largos y no se logra la
purificacion de los aceites esenciales quedando trazas de los disolventes usados en el proceso

(Peredo et al., 2009).
3.5.2. Hidrodestilacién

La hidrodestilacion es un método convencional utilizado en la extraccion de compuestos
bioactivos y aceites esenciales de plantas. Existen tres tipos de hidrodestilacién: destilacién con
agua, destilacion con agua y vapor y destilacion directa de vapor. En todos estos tipos de
hidrodestilacion, los materiales vegetales se envasan en un compartimiento fijo, se agrega agua
en cantidad suficiente y luego se lleva a ebullicion. Alternativamente, se inyecta vapor directo en
la muestra de la planta. El agua caliente y el vapor liberan los compuestos bioactivos del tejido
vegetal, posteriormente se hace un enfriamiento indirecto con agua, que condensa la mezcla de
vapor de agua y aceite, finalmente los componentes se separan. La hidrodestilacién involucra tres
procesos fisico-quimicos principales; hidrodifusion, hidrélisis y descomposicién por calor. A una
alta temperatura de extraccion pueden perderse algunos componentes volatiles. Este

inconveniente limita su uso para la extraccion de compuestos termolabiles (Azmir et al., 2013).



CARACTERIZACION FISICOQUIMICA 43

Esta técnica es un método sencillo y de bajo costo pero requiere largos periodos de tiempo y

tiene bajos rendimientos (Peredo et al., 2009).

3.5.3 Extraccidn asistida por microondas

La extraccién asistida por microondas se considera un nuevo método para la extraccion de
productos solubles en un fluido de una amplia gama de materiales usando energia de microondas.
Los microondas son campos electromagnéticos en la gama de frecuencias de 300 MHz a 300
GHz (Azmir et al., 2013). Los microondas mejoran el rendimiento al aplicar un tratamiento
térmico, que utiliza radiacion electromagnética para generar calor dentro del material y que este
se caliente en tiempos mas cortos evitando una posible degradacion de compuestos de interés al
aplicar tratamientos de larga duracion (AGROWASTE). Esta técnica reduce el consumo de

energia, sin embargo a gran escala requiere altos niveles de seguridad (Peredo et al., 2009).

3.5.4. Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos es una operacion unitaria que explota el poder
disolvente de fluidos supercriticos en condiciones por encima de su temperatura y presion criticas
(Peredo et al., 2009). Un fluido supercritico posee las propiedades de disolvente parecidas a las
de un liquido, pero también exhibe propiedades de transporte parecidas a las de un gas. Un fluido
supercritico ademas de disolver solutos puede penetrar en los poros de los sélidos para facilitar la

extraccion de compuestos de interés al ser miscible con los gases (AGROWASTE).

3.5.5 Extraccion con ultrasonido

Los ultrasonidos son vibraciones mecéanicas de un sdlido, un liquido o un gas con una
frecuencia superior a la audible por los humano. Estan ondas solo se transmiten a travées de la
materia, ya que implica ciclos de expansion y compresion. El ultrasonido se encuentra en la

region de frecuencias entre 18 kHz y 100 MHz (Peredo et al., 2009).
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En la industria de alimentos existen dos formas de aplicacion del ultrasonido. En primer lugar,
el ultrasonido de baja intensidad que se caracteriza por frecuencias mayores a 100 kHz con
energias inferiores a 1 W/cm?, el cual se usa como herramienta analitica para control de
procesos 0 para obtener informacion de propiedades fisicoquimicas. El ultrasonido de alta
intensidad hace uso de frecuencias menores a 100 kHz con energias superiores a 10 W/cm?, el

cual genera efectos en el material por la intensa cavitacion que se genera (Pérez et al., 2016).

Cuando se aplican ultrasonidos lo suficientemente intensos, los ciclos de expansion crean
burbujas o cavidades en el liquido; Cuando una burbuja explota produce temperaturas y presiones
muy elevadas que pueden llegar a los 5500°C y 500 atmosferas, lo que favorece la liberacion de
compuestos y la formacion de radicales debido a la disociacion del vapor atrapado en las burbujas

en cortos periodos de tiempo con una disipacion del calor muy rapida (Pérez et al., 2016).

El principal beneficio de la extraccion asistida con ultrasonido se puede observar en muestras
de plantas solidas porque la energia ultrasénica facilita la lixiviacién de compuestos orgéanicos e
inorganicos a partir de la matriz vegetal. El mecanismo probable es la intensificacion ultrasénica
de la transferencia de masa y el acceso acelerado del disolvente a los materiales celulares de las
partes de la planta. EI mecanismo de extraccion por ultrasonido implica dos tipos principales de
fendmenos fisicos: la difusion a través de la pared celular y el enjuague del contenido de la célula
después de romper las paredes. El contenido de humedad de la muestra, el grado de molienda, el
tamafio de particula y el disolvente son factores muy importantes para obtener una extraccion
eficaz. Ademas, la temperatura, potencia, la frecuencia y el tiempo de sonicacion son los factores
que rigen la accion del ultrasonido. El ultrasonido incorporado junto con varias técnicas clasicas,

aumenta la eficiencia de un sistema convencional. En una unidad de extraccion con disolvente, se
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coloca un dispositivo de ultrasonido en una posicion apropiada para mejorar la eficiencia de

extraccion (Azmir et al., 2013).

Dentro de las ventajas de la aplicacion de ultrasonido en la extraccion de compuestos se
encuentra el incremento de la eficiencia de la extraccion, la reduccién del tiempo de proceso, la
reduccion del riesgo de degradacion térmica, cuando se realiza a temperaturas de 25°C (Peredo et
al., 2009), ademas de que la extraccion asistida por microondas es la mas economica y tiene los
requerimientos instrumentales mas bajos en comparacion a las Gltimas técnicas de extraccion

desarrolladas (Rodriguez et al., 2014).

3.6 Determinacion de fenoles totales

3.6.1 Método de Folin-Ciocalteu

El reactivo de Folin-Ciocalteu mide la capacidad para reducir el &cido
fosfomolibdico/fosfotungtico a un complejo azul que es monitoreado por medio de la

espectofotometria bajo la siguiente reaccion:

Mo (V1) + e (reductor)

Mo (V)

Figura 10. Reaccion de transferencia de electrones con el reactivo Folin-Ciocalteu.

Fuente: (Tovar del Rio, 2013)

En la reaccion el Molibdeno es reducido en el complejo y se da la reaccion de transferencia de
electrones entre el Mo (VI) y el reductor. Este método implica la oxidacion de fenoles en
solucion alcalina por el heteropolianion molibdotungstofosforico amarillo y la medicion

colorimétrica de molibdotungstofosfato azul restante (Tovar del Rio, 2013).
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En el ensayo Folin-Ciocalteau original, se usa el buffer de carbonato para ajustar el pH vy el
punto final de reaccién se alcanza a los 120 min aproximadamente a temperatura ambiente.
Aunque es un tiempo demasiado extenso y dificulta la implementacion de un analisis de rutina,

aun es utilizado (Tovar del Rio, 2013).

3.7 Métodos de determinacion de actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante en los alimentos en importante para definir el
potencial antioxidante in vitro de éstos, antes de ser consumidos; asi mismo permite definir su
capacidad de proteccion frente a la oxidacién y el deterioro del producto durante las etapas de

almacenamiento y distribucion que afecten la calidad organoléptica y composicional del mismo.

Los métodos de evaluacion de actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de
radicales libres, asumen que la oxidacion es inhibida en un alto porcentaje por la captura de estos,
por tanto se enfoca en monitorear la capacidad de los diferentes aditivos y extractos para la
captura de radicales libres o la inhibicion de su formacién (Mosquera et al., 2005). Las medidas
de actividad antirradicalaria se pueden realizar mediante dos estrategias distintas, en funcion de

lo que se desee obtener, las cuales son:

Determinacion directa: El radical es empleado como un factor de cuantificacién, el cual
produce una sefial analitica. La adicion del antioxidante, antes o después de la generacion del
radical, provoca una disminucion de la sefial (Medina, 2010). Este principio es usado por los
métodos mas modernos para la determinacion de la actividad antioxidante tales como ABTS y

DPPH (Mosquera et al., 2005).
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Determinacion indirecta: la presencia de radicales libres produce una pérdida o aparicion de
un reactivo, y por tanto en presencia de un antioxidante se provoca el aumento o disminucién de

la sefial. Dentro de los métodos indirectos se tienen los métodos ORAC y FRAP (Medina, 2010).

3.7.1 Método DPPH

El método fue desarrollado por Brand y Williams en 1995 el cual utiliza el radical DPPH
(2,2- difenil-1-picrilhidrazilo) de color violeta. EI método se basa en la disminucion de la
absorbancia medida a 517 nm producida por la reaccion entre el antioxidante y el radical o por la

reaccion de radicales libres con el DPPHe (Kuskoski et al., 2005):

El DPPH es un radical libre que se puede obtener directamente disolviendo el reactivo en un
medio organico. La reduccion del DPPH se monitorea por la disminucion en la absorbancia a una
longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH absorbe a 517 nm y cuando

sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece.

En consecuencia, la desaparicién del DPPH proporciona un indice para estimar la capacidad del
compuesto de prueba para atrapar radicales. EI modelo que explica la actividad de un compuesto

como antirradical se ejemplifica con la siguiente ecuacion:
DPPH e +(AH), » DPPH e —H+ A, (D

Donde AH es un antioxidante que actla como antirradical donando atomos de hidrogeno,
dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables que detendran la reaccion en
cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical formado (A) puede interactuar con otro
radical para formar moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reaccién entre el DPPH y un
compuesto depende de la conformacion estructural del mismo, por lo que las comparaciones

cuantitativas no siempre son apropiadas.
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Cuando se mezcla con una sustancia que puede donar uno o varios a&tomos de hidrogeno, la
concentracion del radical DPPH disminuye mientras aparece la forma reducida DPPH-H
provocando un cambio en el color de morado a amarillo y la absorbancia de la solucion decrece

(Tovar del Rio, 2013).

El procedimiento original para el ensayo DPPHe ha sido adoptado por muchos laboratorios y
a pesar de gque existen modificaciones a conveniencia, una revision detallada de la literatura ha
revelado que la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo de reaccién de 20-30 min en
vez de un tiempo de reaccion total de 120 minutos requerido para alcanzar el estado estacionario

y completar la reaccion redox (Ojha et al., 2012).

NO, NO,
' |
ON N—-N + AH —— O,N N—N + A
NO, No,

1.1-difeniI-Z-picriIhidraziIo (radical Iibre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (I'IO radical)

Morado Amarillo

Figura 11. Reaccién quimica entre el radical DPPH y la especie antioxidante

Fuente: (Alam, et al., 2012)

3.7.2 Método ABTS

El radical ABTSe+ se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS). El radical catidénico obtenido es un compuesto de color
verde-azulado, estable con un espectro de absorcion en el UV-visible con picos maximos de
absorcion a 414, 654, 754 y 814 nm (Kuskoski et al., 2005); el radical se forma a través de la

reaccion entre el ABTS y el persulfato de potasio K,S,0g. La adicion de los antioxidantes al
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radical pre-formado lo reduce a ABTS (Tovar del Rio, 2013). La ventaja de este método es que
puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente mas

apropiado para cada caso (Medina, 2010).

SO7
- s 3 =+ Antioxidantes
o,s s Nn—< —
i e —
=N N K,SO;
~

T C,H,
c

2H5

+
ABTS (732nm)
Azul

s:©/so;
T 038 =3 N—
| P

N C.H,

ABTS® (732 nm)
Incoloro

Figura 12. Estructura del ABTS antes y después de la reaccion con el antioxidante

Fuente: (Zuleta et al., 2009)

La absorbancia inicial se determina a 754 nm pasado 1 minuto, posteriormente la absorbancia

se mide de forma continua transcurridos 7 minutos (Kuskoski et al., 2005)

El radical ABTS<+ es mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como el caso de
los antocianos, por presentar absorcion méaxima, proxima a la region infrarroja (734nm)
reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados que absorben en la regién

del visible o compuestos resultantes de reaccion secundaria (Kuskoski et al., 2004)

3.7.3 Método ORAC
El ensayo de ORAC (Capacidad atrapadora de radicales de oxigeno) se basa en gran parte en

el trabajo descrito por el laboratorio de Glazer (Delange y Glazer, 1989; citado por Sanchez,
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2002) y depende de las propiedades de la ficoeritrina, que se utiliza como un blanco de los
radicales libres. En el ensayo ORAC se cuantifica la capacidad antioxidante calculando el area de
proteccion neta bajo la curva de decaimiento de fluorescencia de ficoeritrina registrada en el
tiempo en presencia de antioxidante. Se usa AAPH (2,2’-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro) el cual sufre una descomposicion térmica para producir nitrogeno molecular y
radicales alquilo, que en presencia de oxigeno generaran radicales peroxilo, los cuales reaccionan
con una sonda coloreada o fluorescente para formar un producto incoloro o no fluorescente
(Londofio, 2012). El ensayo de ORAC combina tanto el tiempo de inhibicion como el porcentaje
de inhibicion de la accion radical de los antioxidantes usando la técnica de area bajo la curva para
la cuantificacion. Este ensayo expresa los resultados como unidades de ORAC o equivalentes de
Trolox, que corresponden a la cantidad de micromoles de Trolox que tienen la misma actividad

antioxidante que un litro de la solucion ensayado (Sanchez, 2002).
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4. ANTECENTES

Torres (2012) determino la composicion fisicoguimica y de compuestos bioactivos del tomate
de arbol encontrando que los sélidos solubles totales de la pulpa madura del fruto fue de 10,51
°Brix, un pH de 3.5, acidez de 0,02 g/100 ml y fuerza de compresién de 4,32 Kgf/cm?. En cuanto
a actividad antioxidante se halld6 un ECsy de 165 g/g DPPH y poder reductor de 0,07 mmol
Fe*?/100 g, la cual pudiese atribuirse al contenido de &cido ascérbico (23,32 mg/100g), licopeno
(122 mg/100 g), antocianinas (0,29 ¢g/100 g) y taninos (0,40 mg de catequina/100 g). Para la
determinacion de fenoles totales Torres hizo una extraccion de los compuestos en pulpa madura

con metanol al 80% acidificado obteniendo 1,39 mg GAE/qg.

Castro y colaboradores (2013) emplearon el epicarpio del tomate de arbol (Solanum betaceum
(Cav.) Sendtn) como fuente de compuestos con actividad antioxidante en carne de res cocida
(CBM). A partir de extractos de tomate de arbol por extraccion con fluidos supercriticos (SFE) y
extraccion Soxhlet (SE). La SFE se realizé utilizando CO, puro a diferentes temperaturas y
presiones (40 y 50 °C; 10, 20 y 30 MPa) y adicién de CO; con etanol (CO, / EtOH) como co-
disolvente (2, 5y 8%, w/w). El extracto obtenido por SFE con CO, / EtOH (50 °C / 30 MPa 'y 2%
de EtOH) mostro la mayor AA. En SFE, la adicion del co-disolvente mejord considerablemente
la AA y el rendimiento de extracciéon. Los extractos obtenidos por SFE con CO, / EtOH
mostraron una mejor AA en comparacion con el TBHQ antioxidante sintético. Los valores mas
altos de rendimiento se consiguen mediante SE con etanol (7,7 + 0,4%) y por SFE con 5% de
EtOH (1,9 £ 0,1%). Los resultados indican que los extractos del epicarpio tomate de arbol son

una fuente potencial de compuestos antioxidantes (Castro et al., 2013).

Sanchez y colaboradores (2010) estudiaron la actividad antioxidante de los residuos

agroindustriales de mora de castilla (Rubus glaucus), maracuya (Passiflora edulis) y tomate de
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arbol (Cyphomandra betacea), residuos que fueron secados y triturados y luego sometidos a
maceracion etandlica para la obtencidn de los extractos. Determinaron que los residuos de mora
son los mayores aportantes de fitofenoles con 126,9 mg GAE/gvs (gramos de vegetal seco),
seguido de tomate de arbol con 14,51 mg GAE/gvs y maracuya con 8,646 mg GAE/gvs. Igual
orden se pudo establecer respecto a contenido de antocianos totales con 1,594 mg EC3G/gvs,
0,575 mg EC3G/gvs y 0,094 mg EC3G/gvs, respectivamente. Concluyeron que existe una
relacién directa entre el contenido de fenoles y antocianos totales con la capacidad antioxidante al
comprobar que la mora es la que posee el mayor poder antioxidante Clsy de 18,23 seguido de
tomate de arbol 117,9 y maracuya 747,9 al igual que la mayor capacidad reductora de iones

metalicos asi como la mayor actividad antinitrosativa.

Repo & Encina (2008) determinaron el contenido de fibra, el contenido de compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante en tuna, aguaymanto, tomate de arbol y papaya de monte,
utilizando la pulpa de las frutas y haciendo extraccion con metanol durante 24 horas a 4°C para la
obtencion de los extractos. Realizando una extraccion convencional con metanol encontraron que
el contenido de fenoloes totales de tomate de arbol fue de 130+0,8 mg GAE/100 g de muestra.
(Repo & Encina, 2008). EI tomate de arbol tiene un gran contenido de fibra 4,5 ¢g/100 g de
muestra ademas de que el contenido de proteinas tanto en el tomate de arbol como en el
aguaymanto es el mayor en el estudio con 1,9 g/100 g. En cuanto a actividad antioxidante medida
por el método DPPH, el tomate de arbol posee 853,32 g TE/g de tejido, mientras que con el

método ABTS se reportd valores de 838 g TE/g de tejido (Repo & Encina, 2008).

Espin y colaboradores (2016) determinaron el contenido de fenoles totales y la capacidad
antioxidante de cuatro cultivares de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.). En dicho estudio

encontraron que la composicion fendlica de los frutos de tomate de arbol se caracteriza por la
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presencia de derivados de hidroxicinamoil con valores que llegan hasta los 421,55 mg/100 g peso
seco en cultivares de Nueva Zelanda, entre los cuales el acido 3-O-cafeoilquinico y acido
rosmarinico eran los compuestos en mayor concentracion. Otros compuestos fueron identificados
tentativamente como diferentes glucosidos de acido rosmarinico, caffeoil-glucosido, feruloil-
glucésido y acido ferulico. Las principales antocianinas fueron Pelargonidina 3-O-rutinosido y
delfinidina 3-O-rutindsido en cultivares de color purpura de fruto de tomate. Es de destacar la
identificacion de &cido rosmarinico, ya que constituye un compuesto fendlico en la mayoria de
los cuatro cultivares de tomate de arbol estudiados y se reconoce como un poderoso antioxidante
a la que se han atribuido las actividades bioldgicas relevantes. Para el estudio de compuestos
fendlicos hicieron extraccion asistida con ultrasonido con metanol al 75% durante 30 minutos.
Las muestras analizadas mostraron valores relativamente altos de capacidad antioxidante, sin
embargo la pulpa extraida de cultivares de Nueva Zelanda presenta los mayores valores de
actividad antioxidante FRAP (50 umol TE/g de pulpa seca), ABTS (89 umol TE/g de pulpa
seca) Yy los ensayos de ORAC (325 umol TE/g de pulpa seca), que podria estar relacionado con su

composicion fendlica.

Acosta y colaboradores (2015) estudiaron la composicién quimica incluyendo un analisis
proximal, determinacién de azUcares solubles, &cidos organicos, clorofilas, carotenoides, fenoles
totales, actividad antioxidante y minerales, en diferentes variedades de tomate de arbol obtenidos
de cinco grupos de cultivares. Determinaron que el contenido de humedad en la pulpa de tomate
de arbol oscila entre 86,1% y 87,7, los sdlidos solubles totales promedio en el fruto es de 11,3% y
posee un contenido de proteina de 9,58 g/100 g. Analizando pulpa liofilizada establecieron que el
color de la pulpa del tomate de arbol depende del contenido en clorofilas (contenido de clorofila

a 0,66 mg/100 g y clorofila b 1,53 mg/100 g), carotenoides (2,60 mg/100 g a 11,20 mg/100 g) y
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antocianinas. Los valores de actividad antioxidante DPPH variaron considerablemente en las
muestras con valores que oscilan entre 12,2 a 48,7 umol TE/g. Los tomates con semillas rojas y
purpura tienen un contenido fendlico mayor; dichos compuestos son los principales antioxidantes

de la pulpa del fruto, a pesar de que tiene cantidades apreciables de acido ascorbico.

Ghafoor y colaboradores (2009) extrajeron componentes funcionales mediante tecnologia de
extraccion con ultrasonido de semillas de uva Campbell Early seca a 50°C. Determinaron las
mejores combinaciones posibles de concentracion de etanol, temperatura de extraccion y tiempo
de extraccidn con la aplicacion de ultrasonidos para obtener la maxima extraccién de compuestos
fenolicos, actividad antioxidante y antocianinas utilizando la metodologia de superficie de
respuesta (RSM). Las condiciones dptimas obtenidas para la extraccion asistida por ultrasonidos
a partir de semilla de uva incluyen 53,15% de etanol, temperatura de 56,03 » C y tiempo de 29,03
min para los compuestos fendlicos totales maximos (5,44 mg GAE/100 mL); 53,06% de etanol,
60,65°C de temperatura y 30,58 min de tiempo para la maxima actividad antioxidante (Ghafoor et

al., 2009).

Staj¢i¢ y colaboradores (2015) determinaron el contenido de carotenoides bioactivos y la
actividad antioxidante de los residuos del procesamiento de jugo de tomate de mesa (genotipos
Backa, Knjaz, Novosadski niski, Rutgers y San Pedro). La determinacion por cromatografia
liquida de alta resolucion dio como resultados que las muestras evaluadas tenian altas
concentraciones de licopeno y beta-carotenos; los residuos de tomate Knjaz tiene el mayor
contenido de licopeno (15,69 mg/g), mientras que los residuos de tomate Backa el mayor
contenido de beta-carotenos (11,95 mg/g). La actividad antioxidante de los residuos de tomate
depende del genotipo y de la concentracion del extracto; La decoloracion del radical DPPH fue

casi completa con la adicion de 0,1 mg/ml de extracto Backa, 0,2 mg/mL de Knjaz y de 0,5
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mg/mL de Saint Pierre. Los extractos presentan una buena actividad de eliminacion del radical
DPPH sin embargo es menor al del BHA (Compuesto usado como componente control). La
concentracion inhibitoria 50 para poder reductor fue mayor en los residuos del tomate Backa, sin

embargo el antioxidante sintético BHA tiene un poder reductor significativamente mayor.

Kabir y colaboradores (2015) determinaron la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
totales de muestras de residuos y subproductos de 26 especies de frutas y vegetales obtenidos
mediante extraccion con agua caliente y extraccion con etanol. En dicho estudio encontraron una
relacién directa entre el contenido de fenoles de los extractos y la actividad antioxidante, ademas
hallaron que la mayoria de los extractos de los residuos de frutas y vegetales, y los subproductos
exhibieron actividades antioxidantes potentes en los ensayos de captura de radicales libres DPPH
y radicales peroxilo AAPH, concluyendo que los residuos de frutas y vegetales, y los
subproductos son una fuente potencial de antioxidantes naturales. EI mayor contenido de fenoles
se encontrd en el extracto obtenido con agua caliente a partir de semillas de uva con 43,9 mg
ChAE/g seguido del extracto etanolico de cascara de trigo con 38,0 mg ChAE/g; en el ensayo
DPPH, las semillas de uva presentaron la mayor capacidad antioxidante con 10,5 ug/mL seguido
del extracto etanolico de ciruela inmadura con 15,2 ug/mL y extracto etanolico de cascara de

trigo con 37,6 ug/mL.

Contreras y colaboradores (2011) determinaron la actividad antioxidante, fenoles totales y
contenido de acido ascorbico de la parte comestible y no comestible (semillas y cascara) de 24
frutas exoticas colombianas obtenidas de diferentes areas del pais. Establecieron que la capacidad
antioxidante de la parte comestible de los frutos esta en el rango de 3,25 y 175 umol de TE/g de
peso en fresco en el ensayo FRAP y de 6,29 y 114 umol de TE/g de peso en fresco en el ensayo

ABTS mientras que la capacidad antioxidante de las semillas de las frutas en el ensayo FRAP
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arrojo valores entre 1,40 y 1690 umol de TE/g de peso en fresco y en el ensayo ABTS dichos
valores estuvieron comprendidos en el rango 4,92 a 1700 umol de TE/g de peso en fresco; la
actividad antioxidante en la cascara oscilé entre 8,04 y 273 umol de TE/g de peso en fresco en el
ensayo FRAP y 14,6 y 428 umol de TE/g de peso en fresco en el ensayo ABTS. En cuanto al
contenido de fenoles la parte comestible de las frutas mostro valores entre 15,7 y 1018, las
semillas valores comprendidos entre 20,4 y 4851, mientras que el contenido de fenoles en la
cascara oscilo entre 61,5 a 1712 mg GAE/100 g of FW. Contreras y colaboradores (2011)
concluyeron que el contenido de fenoles es mayor en la cascara que en la pulpa, ademas que
muchos subproductos de frutas Colombianas podrian ser usados en la industria alimenticia,
farmacéutica y la industria cosmética para el desarrollo de diferentes productos debido a su alto

potencial antioxidante.

Esparza y colaboradores (2016) determinaron el efecto de los tratamientos a altas temperaturas
sobre la composiciéon fendlica y la actividad antioxidante de los residuos de lima (Citrus x
aurantifolia) incluyendo el albedo, flavedo, las membranas capilares y los residuos de pulpa
después de la extraccion del zumo. En residuos de lima sin secar la cantidad de compuestos
fenolicos extraibles y no extraibles fue de 21,61% GAE/g y 8,72 GAE/g respetivamente y
aumentaron cuando se opto por secar las muestras a temperatura de secado de 120°C llegando a
26,47 GAE/g de fenoles totales extraibles y 36,81 EAG/g no extraibles. Se identificaron 17
compuestos fenolicos simples extraibles o no extraibles, incluyendo 10 acidos fendlicos, 3
flavonoides y cuatro flavonoas. Del total de compuestos la hesperidina, naringina, y eriocitrina
fueron los flavonoides en mayor cantidad seguido de naringenina. Respecto a la actividad

antioxidante, los valores de DPPH oscilaron entre 122,28 a 294,92 uM TE/g DW para fenoles
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extraibles y de 659,68 a 683,54 UM TE/g DW en fenoles no extraibles. La mayor capacidad

antioxidante medida por el método ABTS fue de la parte no extraible con 883,56 UM TE/g DW.

Wong y colaboradores (2014) determinaron el contenido de fenoles de totales y actividad
antioxidante de la cascara de maracuya a diferentes condiciones de extraccion. Con base en las
diferentes concentraciones de etanol usado en la extraccion, determinaron que la maracuya posee
una amplia gama de compuestos fendlicos con diferentes polaridades y que al hacer la extraccion
de los compuestos con alcohol a una concentracion de 40% se logra una mayor captacion de
radicales libres DPPH. Respecto al tiempo 6ptimo de extraccion Wong lo establecio en una hora
ya que extracciones mas largas pueden aumentar la oxidacion de compuestos fendlicos y por
ende influir en los ensayos DPPH. En cuanto a temperatura la investigacion dio como resultado
que a 30°C se obtiene la mayor extraccion dado que un aumento de la temperatura aumenta la
energia de disociacion del enlace de los compuestos fendlicos, asi como mejoras de solubilidad y
del coeficiente de difusion de los compuestos, sin embargo temperaturas por encima de los 40°C,
puede ocasionar una cierta evaporacion del disolvente organico y la degradacion de compuestos
bioactivos. Bajo las condiciones dptimas se determind que la cascara de maracuya tiene un
contenido fendlico total de 15,84 ug GAE/g con una actividad antioxidante moderada en el
ensayo FRAP 30,94 ug TE/g por lo cual podria ser considerada como buena fuente de

antioxidantes y podria ser usada como una potencial fuente de ingredientes farmacéuticos.

Sun y colaboradores (2012) estudiaron el color, pH, solidos solubles totales (SST), contenido
de pectina, contenido de polifenoles y actividad antioxidante de los extractos generados a partir
de los desechos de freijoa (principalmente piel y algo de carne). Determinaron que en los
extractos de los residuos de freijoa contiene compuestos bioactivos beneficiosos como la

floretina, acido clorogenico, quercetina, entre otros. Dichos extractos serian adecuados como
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ingredientes para aplicaciones de alimentos funcionales. Soluciones de etanol acuoso con la
relacién en volumen de 1:1 (etanol 50%) fue el medio de extraccion mas deseable para la
produccién de extractos con la actividad antioxidante més alta y con el mayor contenido de
polifenoles. La abundancia de floretina sugiere que los residuos de freijoa son una alternativa a la
piel de manzana como fuente de este polifenol. La actividad antioxidante de los extractos estuvo

en el rango de 0.92 y 2.32 mg Trolox Equivalentes/g de extracto seco.

Moreno y colaboradores (2014) determinaron la capacidad antioxidante por métodos quimicos
(DPPH y FRAP) y por métodos bioldgicos (oxidacion de LDL y curvas de crecimiento de
Sacchamyces cerevisiae en extractos de curuba, gulupa, aguacate variedad Hass, lulo, tomate de
arbol y uchuva. Moreno y colaboradores determinaron que la curuba es la fruta con el mayor
contenido fendlico seguido de aguacate y tomate de arbol. La actividad antioxidante medida con
el método DPPH es mayor en el aguacate y la curuba, mientras que por el método FRAP las

frutas con mayor capacidad antioxidante son la curuba, el lulo y el tomate de arbol.

Rojas y colaboradores (2014) determinaron las condiciones Optimas para la extraccion de
compuestos fenolicos de mora de castilla (Rubus glaucus) liofilizada respeto al tipo de solvente y
su concentracion en agua, y el tiempo de extraccion asistida con ultrasonido. Establecieron que al
realizar la extraccion con acetona en solucion acuosa al 31% y un tiempo de extraccion de 100
minutos en un bafio ultrasénico a 37 kHz de frecuencia y 35 W de potencia, se obtiene el mayor
contenido de compuestos fendlicos 30 mg GAE/g peso seco y el mayor valor de capacidad

antioxidante 273 mmol Trolox/g peso seco.

Kuskoski y colaboradores (2005) determinaron la capacidad antioxidante de pulpas de frutos
congelados comercializados en el sur de Brazil, tales como mora (Morus nigra), uva (Vitis

vinifera), acai (Euterpe oleracea Mart.), guayaba (Psidium guajava), fresa (Fragaria vesca var.),
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acerola (Malpighia glabra Linn.), pifia (Ananas comosus L.), mango (Mangifera indica L.),
graviola (Anona muricato L.), cupuacu (Theobroma grandiflorum) y maracuya (Passiflora sp),
ademas compararon la relacion entre el contenido de fenoles totales y antocianos aplicando los
métodos quimicos disponibles: ABTS, DMPD y DPPH. Determinaron que las pulpas de mora y
uva presentan el mayor contenido de antocianos y las pulpas de acerola y guayaba el menor,
mientras que pifia, mango, graviola, cupuagu y maracuyd no contienen estos compuestos; en
cuanto al contenido de polifenoles totales. Los extractos de pulpa de acerola y mango contienen
la mayor cantidad, mientras que las pulpas de acai, fresa, mora y uva muestran contenidos mas
bajos, aungue también son elevados en relacién a otros productos alimenticios. Kuskoski y
colaboradores encontraron que en su orden las pulpas de acerola y mango son las que presentan

mayor actividad antioxidante seguidas de fresa, acai y uva.

Espinal y colaboradores (2010) estudiaron el contenido de fenoles en 4 variedades de guayaba
(Regional Roja, Regional Blanca, Guavata Victoria y Palmira ICA-1) en diferentes estados de
madurez, determinando la capacidad antioxidante mediante los métodos ABTS, DPPH, FRAP y
beta-caroteno. Sometio a reflujo a 50°C durante 30 minutos con etanol al 50% en agua, seguido
de cuatro lavados del residuo con acetona al 70% en agua. Los investigadores determinaron que
el contenido de fenoles aumenta en guayaba Regional blanca y Palmira ICA-1 durante los
estados de desarrollo hasta la maduracién, para luego disminuir cuando la fruta esta sobremadura.
Para guayaba regional roja el contenido de fenoles aument6 al pasar de verde a pintén y
disminuyé de maduro a sobremaduro. Los materiales de guayaba estudiados presentaron altos
contenidos de fenoles libres (322 mg GAE/100g de pulpa) comparados con los reportados en
otras frutas tropicales, tales como el lulo y el maracuya; en cuanto a actividad antioxidante por

ABTS (48,57 pumol TE/g de pulpa) y DPPH (20,20 umol TE/g de pulpa), la guayaba muestra
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niveles intermedios comparados con las anteriores frutas. Espinal concluye que los resultados
muestran que todos los materiales de guayaba en estado maduro poseen una buena capacidad
antioxidante, por tanto el consumo del fruto fresco o los fenoles obtenidos a partir de éste, pueden
ser aplicados como aditivos a los alimentos, para asi constituir una fuente natural de nutrientes

funcionales que ayuden a prevenir el deterioro oxidativo en el consumidor.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
e Caracterizar la cascara en polvo de tomate de arbol (Solanum betaceum) y determinar la

actividad antioxidante.

5.2 Objetivos especificos
e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de cascara molida de tomate de arbol
(Solanum betaceum).
e Evaluar el efecto del proceso de extraccion asistido con ultrasonido sobre el rendimiento
de la extraccion de polifenoles presentes en la cascara de tomate de arbol.
e Determinar la actividad antioxidante de la cascara de tomate de arbol (Solanum betaceum)

a través de los métodos DPPH, ABTS y ORAC.
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6. METODOLOGIA
6.1 Localizacion
La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Evaluacion y Conservacion de la Calidad
de Alimentos perteneciente al grupo de apoyo a la investigacion y desarrollo agroalimentario
(GAIDA) adscrito a la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad de Narifio sede

Torobajo, Pasto (Narifio) ubicado en la ciudad a una altitud 2527 m.s.n.m.

6.2 Materia prima
Las cascaras de tomate de arbol (Solanum betaceum) se obtuvieron de los desechos generados
en los restaurantes “Parrilla Chipichape” y “Bistré Cocina Fusion” de la ciudad de San Juan de

Pasto y se llevaron a las instalaciones de la Universidad de Narifio.

6.3 Acondicionamiento de materia prima

6.3.1 Lavado y adecuacion de las cascaras

Se eliminé de las cascaras de tomate de &rbol las sustancias solidas como residuos de tierra,
fibras y el pedinculo. Posteriormente se retird la pulpa adherida a las cascaras manualmente con

la ayuda de cuchillos y se lavaron con abundante agua.

2 SRR Y % - : ’. i -4 ¥/
Figura 13. Recepcién y acondicionamiento de materia prima

Fuente: (Este estudio)
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6.3.2. Secado de las cascaras de tomate de arbol

El secado se llevo a cabo en un horno convector marca PIRON 4003, a una temperatura de

50°C durante 24 horas a una velocidad de aire de 8 m/s.

Figura 14. Secado de cascaras de tomate de arbol

Fuente: (Este estudio)

6.3.3. Reduccion de tamano

La reduccion de tamafio de las cascaras secas se realiz6 en los laboratorios especializados de
la Universidad de Narifio con un molino de cuchillos (IKA WORKS INC — M20). Posteriormente

el material molido se tamizé a través de una malla de 180 um.
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Figura 16. Tamizaje de cascaras de tomate de arbol.

Fuente: (Este estudio)

6.3.4 Empaque y almacenamiento
El material granulado se empacd en bolsas de polietileno resellable y se almacend en un
refrigerador a 4°C hasta el momento en que se realizaron las pruebas fisicoquimicas y la

extraccion de compuestos fendlicos.
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6.4 Propiedades fisicoquimicas

6.4.1. Analisis bromatoldgico

El anélisis bromatoldgico de las cascaras de tomate de arbol (Solanum betaceum) se llevo a
cabo en los laboratorios especializados de la Universidad de Narifio, donde se empled la
metodologia para analisis quimico de alimentos basandose en las técnicas AOAC (1997). En el
analisis se reporta datos de materia seca, carbohidratos, proteina total, grasa, fibra, ceniza y

energ fa, entre otros.

6.4.2. Indice de absorcion de agua, indice de solubilidad en agua y poder de

hinchamiento

Para la determinacion del indice de absorcién de agua, el indice de solubilidad en agua y el
poder de hinchamiento se sigui6 la metodologia utilizada por Rodriguez y colaboradores (2012).
El material molido se pasé por una malla de 180 um para normalizar el tamafio de la muestra,
luego se peso en un tubo de centrifuga 0,5 g de muestra utilizando una balanza analitica OHAUS
PA 214C, se adicion0 6 g de agua destilada a 30°C y se disolvio en un bafio con agitacion durante
30 min. Posteriormente se centrifugd a 5.000 rpm por 20 minutos en una centrifuga refrigerada
DYNAMIC 18R. El sobrenadante se decantd, se medi6 su volumen, se filtré y se tomd 2 mL de
filtrado que se dejo secar a 90°C por 4 horas. El gel retenido en los tubos se peso. El indice de
absorcion de agua (IAA), el indice de solubilidad en agua (ISA) y el poder de hinchamiento (PH)

se determinaron de acuerdo con las ecuaciones que se indican a continuacion:

TAA = Peso del gel (g)

Peso de la muestra (g)

Peso seco del sobrenadante (g)

* 100

ISA (%) =

Peso de la muestra (g)
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PH = Peso del gel (g)

" Peso de la muestra (g)—Peso seco del sobrenadante (g)

Figura 17. Secado de sobrenadante a 90°C en mufla para determinar el ISA.

Fuente: (Este estudio).

6.5 Determinacion de fenoles totales

6.5.1 Extraccion de fenoles.

La extraccion de los compuestos fendlicos de la cascara molida de tomate de arbol por medio
de ultrasonido se llevo a cabo en un equipo Fischerbrand FB 11205 a temperatura ambiente y a
diferentes frecuencias, potencia efectiva y tiempos de extraccion (disefio experimental numeral
6.7). Se pesaron 0,5 g de cascara de tomate en polvo en un beaker de 50 mL, se le adiciond 10
mL de solvente (solucién acuosa de etanol al 60%), y se dispuso la suspension en un bafio

ultrasonico.
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Figura 18. Bafio ultrasonico de la suspensién

Fuente: (Este estudio)

Posteriormente, las muestras se sometieron a centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 min y se
almacenaron a 4°C en ausencia de luz hasta la determinacién del contenido de fenoles totales por

el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Rojas et al, 2014) (Estrada et al., 2012).

D v
@ '99%00

=00

Figura 19. Centrifugacién de la suspension.

Fuente: (Este estudio)
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6.5.2 Medicion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteau

El ensayo de medicion de fenoles totales se realizd acorde a la metodologia de kuskoski
(2005). 100 pL de las muestras de ensayo, se mezclaron con 500 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu y 1,5 mL de solucion de carbonato de sodio (Na,COs3) al 20%. Se aforé con agua
destilada hasta alcanzar un volumen final de 10 mL. La mezcla se agito y se mantuvo durante 2
horas a temperatura ambiente y protegida de la luz. Posteriormente se midid la absorbancia a 765
nm. Las soluciones acuosas de acido galico se utilizaron para la calibracion. Los resultados se
expresaron como mg de acido galico equivalentes (GAE) por gramo de materia seca (mg de

GAE/g de materia seca).

Figura 20. Reaccion de Folin-Ciocalteau.

Fuente: (Este estudio)
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Figura 21. Medicién de la absorbancia a 765 nm.

Fuente: (Este estudio)

Para el presente estudio se tomo la curva de calibracion utilizada en el Laboratorio de
Evaluacién y Conservacion de la Calidad de Alimentos perteneciente al Grupo de apoyo a la
investigacion y desarrollo agroalimentario (GAIDA), de la cual se obtuvo la ecuacion

y=0,0013%+0,0352 con un ajuste de 0,9961.

6.6 Determinacion de actividad antioxidante

La medicion de actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y ORAC se llevo a cabo
en el laboratorio AOX-LAB de la ciudad de Medellin. Para ello se realizé una extraccion asistida
por ultrasonido de compuestos fendlicos responsables de la actividad antioxidante a una
concentracion de 1:20 m/v bajo condiciones 6ptimas de frecuencia, potencia y temperatura dentro
de los niveles estudiados que proporcionaron la mayor eficiencia en la extraccion de fenoles
totales determinados por el método Folin-Ciocalteu. Posteriormente se colocé el extracto dentro
de un recipiente ambar y se envié la muestra para analisis. En el laboratorio la medicién de la
actividad antioxidante por los diferentes métodos se realizO de acuerdo a la siguiente

metodologia.
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6.6.1 Medicion de la actividad antioxidante DPPH.

Para llevar a cabo este procedimiento se prepar6é una solucién de DPPH 0,1 mM en etanol,
posteriormente se tomo 5 mL de esta solucion y se incub0 a temperatura ambiente durante 7 min
y se midio la absorbancia a 515 nm en un espectofometro Thermo Scientific Genesys 10 UV.
Dicho valor se tom6 como absorbancia inicial. La curva de calibracion se realizo adicionando
500 pL de solucion patron de Trolox en etanol a concentraciones desde 2 hasta 70 uM, 870 pL
de etanol y 130 pL de solucion de DPPH. Para la determinacién de la actividad antioxidante de
los extractos se tom6 130 uL de solucion DPPH, 870 pL de etanol y 500 pL del extracto
etanolico. La solucion se agitd en vortex durante 30 segundos y se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente se medid la absorbancia a 515 nm. Los resultados se expresaron
como micromoles de Trolox equivalentes (TES) por gramo de peso fresco (umol de TEs/g de

peso fresco).

6.6.2 Método ABTS

6.6.2.1 Generacion del radical ABTS.

Para la generacion del anion ABTS se tom0 77,6 mg de ABTS y 20 mL de agua destilada
(Solucion acuosa 7 mM) se homogenizaron en un frasco ambar con 13,2 mg de persulfato de
potasio y se cubrieron con papel aluminio. La solucién se incub6 a temperatura ambiente durante
16 horas en ausencia de luz. Por ultimo se hizo una dilucion del ABTS con etanol absoluto hasta
obtener una absorbancia total inicial de 0,7£0,02 a 792 nm. Los resultados se expresaron como
micromoles de Trolox equivalentes (TE) por gramo de peso fresco (umol de TE/g de materia

seca).
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6.6.2.2. Medicion de la actividad antioxidante ABTS.

El ensayo ABTS se realizo con 100 uL de la muestra disuelta apropiadamente con agua o
Trolox estandar, se mezcld con 1 mL de solucion ABTSe+ y se incub6 a 30°C por 30 minutos.
Luego se realizo la lectura de la absorbancia a 730 nm después de 60 minutos. La solucién
acuosa con diferentes concentraciones de Trolox (1 — 30 puM) se usé como calibracion. Los
resultados se expresaron como micromoles de Trolox equivalentes (TE) por gramo de peso fresco

(umol de TE/g de de materia seca).

6.6.3 Método ORAC.

6.6.3.1 Medicion de la actividad antioxidante ORAC.

En el laboratorio la medicion de la actividad antioxidante ORAC, se orientd de acuerdo a la
siguiente metodologia. Inicialmente se preparan soluciones estandar de Trolox a diferentes
concentraciones (10, 20, 30, 50, 80, 100 pmoles Trolox/L) a partir de una solucion madre 2 mM
(2000 pumoles Trolox/L); se prepara una solucion de trabajo (fluoresceina) tomando 100 puL de
una solucién a 4uM, aforandola a 50 mL con buffer fosfato pH 7,4; se hacen consecutivas
diluciones con el objetivo de encontrar valores de actividad ORAC expresada en pumol Trolox/L
que se encuentren dentro del rango de la curva de calibracién; a continuacién se prepara una
solucion de AAPH pesando 2034 mg de AAPH (2,2' azobis (2 amidinopropane)

dihydrochloride) y se lleva a aforo a 5 mL con solucion buffer fosfato 75 mM pH 7,4.

Una vez preparadas las soluciones, en una microplaca se adiciona 25 pL de cada una de las
soluciones estandar preparadas, posteriormente se adiciona 150 pL de solucion de trabajo
(solucion de fluoresceina) y se incuba a 37°C durante 30 minutos. Pasado el tiempo se adiciona
25 pL de solucion AAPH e inmediatamente se inicia la cinética leyendo las absorbancias a 485

nm y 520 nm en un espectrofluorimetro SINERGY H1, con intervalos de un minuto. Este mismo
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procedimiento se realiza para la muestra y para un blanco de referencia el cual solo contiene
fluoresceina y AAPH. Mediante el uso del software GEN 5 se hace la determinacion de la NET

AUC con la cual se calcula la concentracion equivalente en pmolesTrolox/100 g.

6.7 Disefio experimental

Con el fin de determinar el efecto de la frecuencia, la potencia efectiva y el tiempo en el
proceso de extraccion asistido por ultrasonido de compuestos fendlicos de cascara de tomate de
arbol se utilizo un disefio factorial multinivel 2x2x3 completamente aleatorizado con 2 niveles
para el factor frecuencia, 2 niveles para el factor potencia efectiva de extraccion y 3 niveles para
el factor tiempo de extraccion y una variable respuesta contenido de fenoles totales. Las pruebas
se llevaron a cabo por triplicado para un total de 36 corridas. El disefio se analiz6 por el programa

estadistico Statgraphics Centurion XVI.

Tabla 4.

Factores experimentales del disefio factorial multinivel.

Factores Unidades Bajo Alto Niveles

A:Frecuencia KHz 37 80 2
B: Potencia efectiva de extraccion W 110 220 2
C: Tiempo de extraccion Min 10 30 3

Fuente: (Este estudio)
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Tabla 5.

Variable de respuesta del disefio factorial multinivel.

Respuesta Unidades

Contenido de fenoles totales mg de GAE/g de materia seca

Fuente: (Este estudio).

Tabla 6.

Matriz del disefio factorial multinivel.

Repeticion Frecuencia (KHz) Potencia (W) Tiempo (min)
1 80 220 30
1 80 110 30
1 37 220 20
1 37 110 10
1 37 220 30
1 37 110 30
1 80 220 10
1 80 110 10
1 80 220 20
1 37 110 20
1 80 110 20
1 37 220 10
2 80 110 30
2 37 110 30
2 37 110 20
2 37 220 20
2 80 220 20
2 37 110 10
2 37 220 30
2 80 220 30
2 80 110 20
2 80 110 10
2 37 220 10
2 80 220 10
3 37 220 10
3 80 110 30
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3 37 110 30
3 80 110 20
3 80 220 10
3 80 110 10
3 37 110 10
3 80 220 20
3 80 220 30
3 37 110 20

Fuente: (Este estudio)
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7. RESULTADOS Y ANALISIS
7.1 Propiedades fisicoquimicas
7.1.1 Analisis proximal de la cascara de tomate de arbol
La tabla 7 presenta los resultados de la composicion proximal de la cascara de tomate de arbol,

realizado por el laboratorio de bromatologia de la Universidad de Narifio.

Tabla 7.

Analisis proximal, energia y minerales de cascara en polvo de Tomate de Arbol.

Base
Parametro Meétodo Técnica Unlda_d de Parcial Base
Medida m. Seca
Seca
Humedad Secado estufa Gravimétrica 9/100g 3.8
Materia seca Secado estufa Gravimétrica 0/100g 96.2
Ceniza Incineracién mufla Gravimétrica 9/100g 2.94 3.06
Extracto etéreo Extraccion Soxhlet Gravimétrica 9/100g 11.52 11.98
Fibra cruda Digestion acido-basica. Gravimétrica 0/100g 43.5 45.22
Bolsas Ankom
Proteina Kjeldahl (N*6.25) Titulométrica 9/100g 7.41 7.71
Extracto no . - . -
. Célculo matemaético Célculo matematico g/100g 30.83 32.04
Nitrogenado
Energia Bomba Calorimétrica Calorimétrica Kcal/100g 474 493
Calcio Oxidacion himeda, EAA  SSPSCOOIOMENIA o055 0.2
Fosforo OX|da_C|on pumeda, Colorimétrica g/100g 0.08 0.08
Colorimetria
Magnesio Oxidacién himeda, EAA is}p&ectrofotometna 9/100g 0.05 0.05
Potasio Oxidacién himeda, EAA isg\ectrofotometrla 9/100g 1.49 1.54
Azufre Oxidacion humeda, Turbidimétrica g/100g 0.11 0.11
Turbidimetria
Hierro Oxidaci6n himeda, EAA isgec”"fomme‘”a mg/Kg 36.44  37.88
Manganeso Oxidacién himeda, EAA isgectrofotometna mg/Kg 13.0 13.51
Zinc Oxidacién himeda, EAA is&ectrofotometna mg/Kg 8.65 8.99
Cobre Oxidacién himeda, EAA Espectrofotometria mg/Kg 13.7 14.24

AA.

Fuente: (Este estudio)
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La anterior tabla indica que el extracto etéreo hace referencia al contenido de materia grasa
que presenta la muestra, mientras que el extracto no nitrogenado representa los carbohidratos
digeribles, vitaminas y demas compuestos organicos de caracter soluble que se encuentran

presentes en la muestra (Novoa et al., 1993).

Es importante resaltar que el componente mayoritario presente dentro de la muestra es la fibra
cruda con 45,22 g/100 g en base seca. La fibra cruda se compone por celulosa, hemicelulosa y
lignina los cuales son componentes derivados de la pared celular, el alto contenido de fibra
valoriza el subproducto obtenido. Repo & Encina (2008) al analizar el alto contenido de fibra de
tomate de arbol, sugirieron que podria ser utilizado en alimentos nutraceuticos ricos en fibra.
Aspecto muy interesante, porque la fibra alimentaria tiene propiedades positivas para la salud
como la reduccion del nivel de colesterol en sangre, proteccion contra diferentes enfermedades,

como las cardiovasculares y diferentes tipos de cancer.

Teniendo en cuenta la humedad que presenta la muestra se considera ideal para productos en
polvo pues ayuda a mantener la alta capacidad de re-hidratacion e higroscopicidad; a pesar de que
desde el punto de vista operativo, estd condicion pueda causar problemas durante el mezclado
con otros ingredientes, evitando la adecuada dispersion del mismo para el empacado, como
consecuencia de la facilidad que tiene el material de absorber agua del medio ambiente y la
rapidez para apelmazarse, se asegura entonces que para una adecuada rehidratacion y una réapida
solubilidad en forma homogénea, es necesaria una hidratacion en exceso de agua usando

mezcladores a una alta velocidad (Marin et al., 2006).

En orden, los nutrientes en mayor proporcion son el potasio (1540 mg/g), calcio (200
mg/100g), azufre (110 mg/100g), fosforo (80 mg/100g), magnesio (50 mg/100g), hierro (3,79

mg/100g), cobre (1,42 mg/100 g), manganeso (1,35 mg/100g) y zinc (0,89 mg/100g). Al igual
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que en las cascaras de melocoton (Manzoor et al., 2012) el potasio fue el nutriente mas
abundante. En las cascaras de tomate de arbol el potasio y el calcio son los minerales en mayor
proporcidn, resultados que coinciden con proporcion de minerales en cascaras de citricos, aunque
con valores menores a los encontrados en este estudio, 406 mg/100 g para potasio y 99 mg/100 g

de calcio.

En comparacion a la cascara de melocoton, los valores en base seca de potasio (1330,1
mg/100 g), manganeso (0,74 mg/100 g) y zinc (0,59 mg/100 g) reportados por (Manzoor et al.,
2012), son menores a los encontrados para cascara de tomate de arbol en este estudio, mientras
que el calcio (87,5 mg/100 g), hierro (7,01 mg/100 g) y magnesio (100,9 mg/ 100 g) se

encuentran en menor cantidad (Xu et al., 2008).

La evaluacion proximal llevada a cabo en este estudio, encuentra concordancias en el
contenido de algunos minerales de acuerdo a lo reportado por Acosta, y colaboradores (2015)
quienes reportan que el mineral con mayor concentracion fue K, con un valor promedio de 2,511
0/100 g, seguido de Mg (0.141 g/100 g), P (0.124 ¢/100 g), Ca (0.06 g/100 g), Fe (13.9 mg/Kg),
Zn (9.7 mg/Kg) y Cu (5.7 mg/Kg). Cabe destacar que estos resultados son el promedio de un
andlisis de diferentes variedades de tomates, incluyendo una variedad silvestre. Estas variaciones
se atribuyen a modificaciones en el cultivo, clima, suelo, variedad del fruto, entre otras
(Santander et al., 2013). El presente estudio muestra valores superiores para el caso de minerales

como el potasio, hierro y cobre.

El potasio es un mineral electrolitico, el cual desempefia un papel importante en el equilibrio
ionico y contribuye al mantenimiento de la organizacion y permeabilidad celular. El calcio es
conocido en la nutricion humana para el desarrollo y crecimiento de esqueleto, asi como

coenzimas en las regulaciones metabdlicas de las biomoléculas. EI magnesio juega un papel
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importante en la estabilidad del sistema nervioso, la contraccion muscular, también actia como
un activador de la fosfatasa alcalina y se puede utilizar como una alternativa al calcio en el
cuerpo. EI manganeso es uno de los elementos esenciales importantes, pero solo se requiere en
cantidades traza para mantener el metabolismo de carbohidratos adecuados, asi como un
antioxidante en enzimas superoxido dimutasa. El hierro es un oligoelemento importante y es un

nucleo de glébulos rojos, su deficiencia puede causar anemia (Manzoor et al., 2012)

Al tener en cuenta que la cascara en polvo de tomate de arbol, presenta valores significativos
de minerales como Zinc y Magnesio, es importante resaltar que ambos son cofactores necesarios
en la produccion endogena de enzimas de alta relevancia como Superdxido Dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT), Glutation Peroxidasa (GPX). Resultados experimentales sustentan la hipotesis
de una relacion directa entre los niveles de minerales y la actividad de las enzimas antioxidantes.
Particularmente la SOD requiere de cobre (Cu) y Zinc (Zn) como cofactores, los cuales, ademas
de su capacidad antioxidante, desempefian otras importantes funciones a nivel celular,
relacionados con la inmunidad, maduracion sexual, expresion de informacidén genética,
produccién de energia, entre otras (Podracka et al., 1999; Czajka, 1998; citados en Bravo et al.,

2007).

Cabe destacar ademas que el contenido de Zinc presente en la muestra es una buena fuente de
obtencidn de este componente, puesto que el valor dietario diario recomendado es de 11 mg para
hombres adultos y 8 mg para mujeres adultas, en el caso de nifios entre los 4-8 afios se requieren
5 mg y para nifios de 9-13 afios son necesarios 8 mg por dia, a su vez mujeres y adolescentes en
periodos de embarazo y lactancia requieren entre 11 y 13 mg de Zinc (National Institutes of

Health, 2016).
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7.1.2. Indice de absorcion de agua, indice de solubilidad en agua y poder de hinchamiento.
La tabla 8 muestra los datos obtenidos de indice de absorcion de agua (IAA), indice de

solubilidad en agua (ISA) y poder de hinchamiento (PH) del pulverizado de cascaras de tomate

de arbol después de que el material molido se pasé por una malla de 180 um para normalizar el

tamarfio de la muestra.

Tabla 8.
Indice de absorcion de agua (IAA), indice de solubilidad en agua (ISA) y poder de

hinchamiento (PH) de cascara en polvo de tomate de arbol.

Muestra IAA ISA (%) PH

1 4,93 11,37 5,56

2 581 12,95 6,67

3 4,73 10,53 5,66
PROMEDIO 5,16 11,62 5,96
DESV. ESTANDAR 0,57 1,23 0,61
COEF. VARIACION 0,11 0,11 0,10

Fuente: (Este estudio)

Rodriguez y colaboradores (2006) reportaron valores de 9.92 + 0.04 para el IAA y 19.23 + 0.3
% para ISA en harina de yuca obtenida de parénquima precocido sin reposo, por su parte
Rodriguez (2015) report6 que los mayores valores correspondientes a las variables poder de
hinchamiento (PH), indice de solubilidad en agua (ISA) e indice de absorcion de agua (IAA) son:

10.67 para el PH, 9.85% para el ISA y 9.61 para el IAA, en tres variedades de arroz.
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Para fibra dietaria de maracuya proveniente de residuos solidos resultantes de la
industrializacion de la fruta, Nufiez (2014) report6 valores de 18.29 + 0.04 para el PH, 17.51 +

0.61 parael ISAy14.91 £ 0.15 parael IAA.

Por otra parte Robertson y colaboradores (2000) citado por Nafiez (2014) plantea que el poder
de hinchamiento para harinas provenientes de frutas debe ser mayor a 20, sin embargo en este
estudio no se obtiene un valor similar debido a las condiciones en las que se realiza el
procedimiento, una de las razones mas probables es que no se trabajé con una variacion de
temperaturas, puesto que incrementos en la temperatura indican mayores valores del poder de

hinchamiento.

Orihuela & Matos (2011) citados por Nufiez (2014) consideran que la importancia desde el
punto de vista tecnologico para el poder de hinchamiento, radica en que entre mas alto sea este
valor incrementa la vida util, proporciona volumen, humedad y apariencia fresca a productos de

panificacion.

Se observa ademas que el indice de solubilidad en agua ademéas de incidir sobre la
preservacion de la humedad del producto (Chimborazo, 2011), influye desde el punto de vista

fisiologico generando sensacion de saciedad (Abarca, 2010).

De acuerdo a lo manifestado por el Codex Standard 152 (1985) el contenido maximo
permitido en la harina de trigo, como referencia por ser una de las harinas mas empleada para
consumo humano, es de 15,5% "/, aunque este contenido puede variar de acuerdo con las
condiciones climaticas y de almacenamiento de cada pais, teniendo en cuenta el estudio llevado a
cabo por Vigo (1981) en harina proveniente de banano verde se encontré una humedad final de

9.02 + 0.02 que por ende es un valor inferior al de la harina de trigo, considerandose entonces un
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aspecto positivo en formulaciones en las que se realicen mezclas de estas harinas para el

desarrollo de productos perecederos como los panes, ya que la humedad es uno de los aspectos

mas criticos a controlar para el seguimiento de la calidad y la conservacién de alimentos.

7.2 Determinacion de fenoles totales

A continuacion se presentan los resultados por triplicado de la prueba de fenoles totales,

determinados por el método Folin-Ciocalteau, una vez aplicadas las diferentes condiciones de

extraccion.

Tabla 9. Contenido de fenoles totales para los extractos de cascara de tomate de arbol

obtenidos por ultrasonido.

Factores Fenoles totals Promedio DesYiacién Coefi(?ier?iie
estandar de variacion
Frecuencia Potencia Tiempo  mgGAE/g muestra  mgGAE/g
(KHz) (W) (min) seca m. seca

37 110 10 44,46 46,77 52,92 48,05 4,374 9,103
37 110 20 61,38 55,23 57,54 58,05 3,109 5,355
37 110 30 64,46 70,62 63,69 66,26 3,795 5,727
37 220 10 51,38 59,08 56,77 55,74 3,947 7,081
37 220 20 65,23 70,62 75,23 70,36 5,005 7,113
37 220 30 88,31 81,38 79,85 83,18 4,507 5,419
80 110 10 34,46 38,31 42,92 38,56 4,237 10,986
80 110 20 49,08 46,00 51,38 48,82 2,701 5,533
80 110 30 61,38 58,31 66,77 62,15 4,283 6,891
80 220 10 39,85 43,69 46,77 43,44 3,469 7,986
80 220 20 59,85 62,92 66,77 63,18 3,469 5,490
80 220 30 74,46 71,38 69,08 71,64 2,701 3,771

Fuente: (Este estudio)

Los resultados indican que los extractos que presentaron el mayor contenido de fenoles totales

fueron en los que el tiempo de extraccion fue mayor llegando a alcanzar valores de 83,18 mg de

GAE/g de muestra seca y 71,64 mg de GAE/g de muestra seca, los cuales se obtuvieron bajo las
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condiciones de extraccion de 37 KHz de frecuencia, 220 V de potencia, 30 minutos y 80 KHz de
frecuencia, 220 V de potencia y 30 minutos de extraccion. En general el mayor contenido de
fenoles totales bajo los factores y niveles estudiados se observd cuando la extraccion con
ultrasonido se realizé a 37KHz de frecuencia, a mayor tiempo de extraccion y con potencia de

220 V.

En la tabla 10 se encuentra el andlisis de varianza en el que se determina la significancia
estadistica de los factores evaluados sobre el contenido de fenoles totales como variable
respuesta. Los tres factores estudiados: Frecuencia (A), potencia (B) y tiempo (C), al igual que
las interaccién potencia-tiempo de extraccion (BC) bajo los niveles estudiados en el proceso de
extraccion de fenoles asistido con ultrasonido, causaron un efecto estadisticamente significativo
sobre el contenido de fenoles totales (p-valor < 0,05) con un intervalo de confianza de 95%,
mientras que las interacciones frecuencia-potencia de extraccion (AB), frecuencia-tiempo de

extraccion (AC) no tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta.

Tabla 10.

Analisis de Varianza para Fenoles totales.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
A:Frecuencia 724,866 1 724,866 48,57 0,0000
B:Potencia 1077,37 1 1077,37 72,19 0,0000
C:Tiempo 3560,21 1 3560,21 238,56 0,0000
AB 16,8373 1 16,8373 1,13 0,2987
AC 14,1834 1 14,1834 0,95 0,3393
BC 71,8642 1 71,8642 4,82 0,0381
CC 17,3952 1 17,3952 1,17 0,2910

Fuente: Este estudio
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El grafico 1 muestra el diagrama de Pareto estandarizado, el cual es una representacion grafica
del andlisis de varianza donde pueden observarse, en su respectivo orden, los factores mas
influyentes. Los factores tiempo y potencia de extraccion son los factores mas influyentes y
ejercen un efecto positivo sobre el contenido de fenoles totales, lo cual significa que son
directamente proporcionales a la variable respuesta, de tal modo que el contenido de fenoles
totales aumenta a medida que el tiempo y la potencia son mayores, mientras que el factor
frecuencia ejerce un efecto negativo que significa que es inversamente proporcional a la variable
respuesta por lo cual el contenido de fenoles es mayor cuando se utiliza la menor frecuencia de
extraccion. En orden los factores mas influyentes sobre el contenido de fenoles totales son el
tiempo (C), la potencia (B), la frecuencia (A), seguido de la interaccién tiempo-potencia (BC),

mientras que el resto de interacciones no ejercen un efecto estadisticamente significativo.

C:Tiempo

B:Potencia

A:Frecuencia

|
i
oc | ]
CcC I:I
]
[

AB

AC

L L L L
4 8 12 16
Efecto estandarizado

Grafico 1. Diagrama de Pareto estandarizado para la cuantificacion de fenoles totales con

los factores frecuencia, potencia y tiempo de extraccion.
Fuente: (Este estudio)

La grafica 2 indica el efecto de cada uno de los tres factores de estudio sobre la variable
respuesta (contenido de fenoles totales). En el grafico se puede observar que la representacion de
los factores frecuencia de extraccion, potencia y tiempo presentd una pendiente diferente de cero

que indican el efecto de éstos en el proceso de extraccion asistido por ultrasonido sobre el
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contenido de fenoles totales. El factor tiempo presenta una pendiente mas pronunciada que los

demas factores, lo que significa que de los tres factores estudiados el tiempo es el factor que mas

influye sobre el contenido de fenoles totales, ademas se puede observar que la frecuencia presenta

una pendiente negativa por lo cual se establece una relacién inversamente proporcional entre éste

factor y la variable respuesta lo cual se pudo observar en el diagrama de Pareto.

71

66

61

56

Fenoles totales

51

46

37,0 80,0 110,0 220,0 10,0 30,0

Frecuencia Potencia Tiempo

Gréfico 2. Efectos principales para fenoles totales.

Fuente: (Este estudio)

En la gréfica 3. se puede observar la superficie de respuesta estimada con el factor frecuencia

estable a un nivel de 37KHz. Se observa entonces el comportamiento de la variable respuesta en

funcién de la potencia y el tiempo de extraccion. Bajo los niveles estudiados a mayor tiempo y

mayor potencia, el contenido de fenoles aumenta a una frecuencia de 37 KHz.
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Fenoles totales

110 130 150 170 190

Potencia

Gréfico 3. Superficie de respuesta estimada para fenoles totales a una frecuencia de 37KHz.

Fuente: (Este estudio).

La extraccion asistida por ultrasonidos emplea sonidos de alta frecuencia, con el fin de
desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las particulas sélidas y liquidas vibran y
se aceleran ante la accién ultrasdnica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase solida

al solvente (Azuola & Vargas, 2007).

El ultrasonido de potencia, son sefiales de alta intensidad utilizadas con el fin de modificar un
proceso 0 un producto. Con una frecuencia mas baja en comparacion al ultrasonido de
diagndstico, el ultrasonido de potencia o alta intensidad genera cambios fisicoquimicos en el
medio a través de la generacion y colapso de burbujas de cavitacién, las cuales aparecen, crecen y
colapsan dentro del liquido, lo cual ocurre asimétricamente cerca de las interfaces y sobre la

superficie solida (Azuola & Vargas, 2007).

Para determinar el efecto de la potencia efectiva se debe tener en cuenta que el efecto
fundamental del ultrasonido en un fluido continuo es imponer una presion acustica (Pa) en
adicion a la presion hidrostatica que ya actua sobre el medio. La presion acustica es una onda

sinusoidal que depende del tiempo (t), la frecuencia (f) y la amplitud méaxima de la presion de la
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onda (Py,mqy) (Patist & Bates, 2008). La amplitud maxima de presion de la onda (P,.nax) €S
directamente proporcional a la entrada de potencia del transductor. A baja intensidad, la onda de
presion induce movimiento y mezcla dentro del fluido, lo que se denomina flujo acudstico. A
intensidades mas altas, la presion local en la fase de expansion del ciclo cae por debajo de la
presion de vapor del liquido, causando que pequefias burbujas empiecen a crecer (creadas a partir
de nucleos de gas existentes dentro del fluido). Un aumento adicional genera presiones
transitorias negativas dentro del fluido, aumentando el crecimiento de burbujas y produciendo
nuevas cavidades por el efecto tensor sobre el fluido. Durante el ciclo de compresion, la burbuja
se contrae y su contenido se absorbe de nuevo en el liquido. Sin embargo, puesto que el area
superficial de la burbuja es ahora méas grande, no todo el vapor es absorbido de nuevo en el
liquido y por lo tanto la burbuja crece a lo largo de una serie de ciclos (Patist & Bates, 2008). Por
lo tanto la potencia influye en la formacién de burbujas dentro del liquido dado que la intensidad

se define como la potencia acustica transferida por una onda sonora bajo una unidad de tiempo.

Respecto al papel de la frecuencia en el proceso de extraccion asistido por ultrasonido se
puede decir que dentro de un intervalo de tamafio critico, la oscilacion de la pared de burbuja
coincide con la de la frecuencia aplicada de las ondas de sonido, haciendo que la burbuja haga
implosion durante un ciclo de compresion (Patist & Bates, 2008). Lorimer & Mason (1987)
muestran que la frecuencia es inversamente proporcional al tamafio de la burbuja, por lo tanto, el
ultrasonido de baja frecuencia genera grandes burbujas de cavitacion resultando en temperaturas
y presiones mas altas en la zona de cavitacién, a medida que la frecuencia aumenta, la zona de
cavitacion se vuelve menos violenta, es decir la frecuencia de funcionamiento determina el

tamafio de la implosion de cavitacion.
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La implosion de burbujas de cavitacion genera macro-turbulencia, colisiones entre particulas a
alta velocidad y perturbacion en particulas microporosas de la biomasa que acelera la difusion
por remolinos (difusién turbulenta) y la difusion interna. Ademas, la cavitacion cerca de la
interfaz liquido-sélido envia una corriente rapida de liquido a través de la cavidad en la
superficie. La cavitacion en la superficie del producto provoca un choque por micro-chorros que
producen desprendimiento superficial, erosion y descomposicion de las particulas. Este efecto
proporciona la exposicion de nuevas superficies aumentando aun mas la transferencia de masa

(Vilkhu et al., 2008).

Segun Vinatoru (2001) la ruptura de las paredes celulares vegetales no es el Unico mecanismo
para el aumento en el rendimiento de la extraccion cuando se emplea ultrasonido en material
seco, debido a que la extraccion con disolventes de muestras secas es un proceso que consta de
dos etapas: en primer lugar la inmersion de materiales vegetales en disolvente para facilitar los
procesos de hinchamiento e hidratacion y como segunda etapa la transferencia de masa de
componentes solubles del material al disolvente por difusién y procesos osméticos. ElI empleo de
ultrasonido facilita la hinchazén y la hidratacidn y por lo tanto causa una ampliacion en los poros
de la pared celular, lo que a su vez mejora el proceso de difusion y, por lo tanto, la transferencia

de masa aumentando el rendimiento (Vinatoru, 2001).

Se realiz6 una prueba de falta de ajuste, la cual estad disefiada para determinar si el modelo
seleccionado es adecuado para describir los datos observados 6 si se deberia usar un modelo mas
complicado. El valor P para la prueba de falta de ajuste dio como resultado 0,4062 concluyendo

que el modelo es adecuado para los datos observados con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 11.

Optimizacion de la Respuesta — Maximizacion de Fenoles Totales.

Factor Bajo Alto Optimo
Frecuencia 37,0 80,0 37,0
Potencia 110,0 220,0 220,0
Tiempo 10,0 30,0 30,0

Fuente: Este trabajo.

De acuerdo a la Tabla 11. al maximizar la variable respuesta bajo el modelo anteriormente
mencionado dentro de los factores y niveles estudiados, el contenido de fenoles totales en el
epicarpio de tomate de arbol es de 82,40 mg GAE/g de muestra seca, mientras que
experimentalmente se obtuvo un resultado de 81,38 mg GAE/g de muestra seca, con un error del

1,24%.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos a partir del disefio experimental en

el cual se pueden observar los valores de los coeficientes estimados para cada variable.

Tabla 12. Coeficientes de regresion para Fenoles totales.

Coeficiente Estimado
Constante 34,6262
A:Frecuencia -0,184793
B:Potencia 0,0703734
C:Tiempo 1,0795

AB -0,000578342
AC 0,00357558
BC 0,00314621
CcC -0,0147458

Fuente: (Este estudio)

A continuacidn se presenta la ecuacion de regresion que se ajusta a los datos experimentales,

la cual se construye con valores de la tabla anterior:
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Ecuacion 4. Ecuacién de regresion multiple ajustada a los datos experimentales (modelo

completo).

Fenoles totales = 34,6262 — 0,184793 * Frecuencia + 0,0703734 * Potencia
+1,0795 * Tiempo — 0,000578342 * Frecuencia * Potencia + 0,00357558 =
Frecuencia * Tiempo + 0,00314621 * Potencia = Tiempo — 0,0147558 * Tiempo?

Eliminando las interacciones que no tienen efectos significativos sobre el contenido de fenoles

totales (AB), (AC), (CC) obtenemos la ecuacion del modelo reducido, asi:

Ecuacion 5. Ecuacion de regresion multiple ajustada a los datos experimentales (modelo

reducido).

Fenoles totales = 34,6262 — 0,184793 * Frecuencia + 0,0703734 = Potencia
+1,0795 * Tiempo + 0,00314621 * Potencia * Tiempo

Para realizar una validacion de los modelos tedricos, es decir, establecer una correlacion entre
los datos experimentales y los datos tedricos encontrados, en la tabla 12 se muestra los datos
experimentales y los datos obtenidos por los modelos teéricos, tanto el modelo completo como el

modelo reducido, empleando las ecuaciones antes descritas.

Tabla 13.

Resultados estimados para fenoles totales tedricos versus experimentales.

Factores Fenoles totals
Frecuencia Potencia Tiempo Experimentales Modelo completo Modelo reducido
KHz Y min mg GAE/g muestra ~ mg GAE/g muestra ~ mg GAE/g muestra
seca seca seca
37 110 10 44,46 47,28 49,79
37 110 20 61,38 58,43 64,04

37 110 30 64,46 66,63 78,30
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37 220 10 51,38 56,13 60,99
37 220 20 65,23 70,74 78,70
37 220 30 88,31 82,40 96,42
80 110 10 34,46 38,14 41,84
80 110 20 49,08 50,82 56,10
80 110 30 61,38 60,56 70,35
80 220 10 39,85 44,25 53,04
80 220 20 59,85 60,40 70,76
80 220 30 74,46 73,60 88,47
37 110 10 46,77 47,28 49,79
37 110 20 55,23 58,43 64,04
37 110 30 70,62 66,63 78,30
37 220 10 59,08 56,13 60,99
37 220 20 70,62 70,74 78,70
37 220 30 81,38 82,40 96,42
80 110 10 38,31 38,14 41,84
80 110 20 46,00 50,82 56,10
80 110 30 58,31 60,56 70,35
80 220 10 43,69 44,25 53,04
80 220 20 62,92 60,40 70,76
80 220 30 71,38 73,60 88,47
37 110 10 52,92 47,28 49,79
37 110 20 57,54 58,43 64,04
37 110 30 63,69 66,63 78,30
37 220 10 56,77 56,13 60,99
37 220 20 75,23 70,74 78,70
37 220 30 79,85 82,40 96,42
80 110 10 42,92 38,14 41,84
80 110 20 51,38 50,82 56,10
80 110 30 66,77 60,56 70,35
80 220 10 46,77 44,25 53,04
80 220 20 66,77 60,40 70,76
80 220 30 69,08 73,60 88,47

Fuente: (Este estudio)

A continuacién en el Gréafico 4. se puede observar la correlacion realizada para los datos

teoricos versus los experimentales segun el modelo completo.
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Graéfico 4. Validacion del modelo experimental versus tedrico completo.

Fuente: (Este estudio)

La ecuacion encontrada para la correlacion de datos tedricos versus los experimentales es la

siguiente:
Ecuacion 6. Correlacion valores experimentales versus valores tedricos
y = 0,92864x + 4,2169

La correlacién entre los valores de fenoles totales encontrados experimentalmente versus los
valores de fenoles totales encontrados teéricamente presentaron un r’ de 0,9288. Significa que el
modelo de maximizacion teérico encontrado predice en un 92,88% los datos encontrados
experimentalmente, es decir, el modelo tedrico tiene buena capacidad de prediccion y por lo tanto

es aceptable, dado que supera el 80%.

El Grafico 5. muestra la correlacion realizada para los datos teoricos versus los

experimentales segun el modelo reducido.
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Gréfico 5. Validacion del modelo experimental versus teérico reducido.

Fuente: (Este estudio)

La ecuacion encontrada para la correlacion de datos tedricos del modelo reducido versus los

experimentales es la siguiente:
Ecuacion 7. Correlacion valores experimentales modelo reducido versus valores tedricos
y =1,1571x + 1,0068

La correlacion entre los valores de fenoles totales encontrados de forma experimental versus
los valores de fenoles totales encontrados tedricamente presentaron un r> de 0,9076. Significa
que el modelo de maximizacion teérico encontrado predice en un 90,76% los datos encontrados
experimentalmente, es decir, el modelo tedrico tiene buena capacidad de prediccion y por lo tanto

es aceptable, dado que supera el 80%.

Para efectos comparativos sobre la incidencia de la extraccion asistida por ultrasonido, se
realizd una extraccion de tipo convencional empleando una plancha de agitacion IKA C-MAG

HS 7, teniendo en cuenta los siguientes factores:
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a. T=ambiente, b. tiempo= 10, 20 y 30 min, c. muestra: pulverizado de epicarpio de tomate de

arbol [5% ™/,] y suspension etandlica al 60%.
Los resultados de la extraccion convencional se reportan a continuacion:

Tabla 14.
Contenido de Fenoles totales de Extractos Etandlicos obtenidos por metodologia convencional

— extraccion con solventes.

Tiempo de Desviacion Coeficiente de
Repeticiones Promedio
extraccion estandar variacién
1 2 3
) mg GAE/g mg GAE/g mg GAE/g mg GAE/g
Min
muestra seca muestra seca muestra seca muestra seca
10 1,29 11 1,38 1,26 0,14 0,11
20 1,54 1,76 1,69 1,66 0,11 0,07
30 1,62 1,75 1,89 1,75 0,14 0,08

Fuente: Este estudio.

El contenido de fenoles totales presentes en el extracto de cascara de tomate de arbol
obtenidos por extraccion convencional en este estudio, se encuentra dentro del rango de fenoles
totales reportados por Contreras y colaboradores (2011) que determinaron el contenido de fenoles
totales tanto en semillas como en cascaras de 24 frutos exoticos colombianos, cuyos valores
oscilan entre 0,20 y 48,51 mg GAE/g para semillas y de 0,62 a 17,12 mg GAE/g en cascara. A su
vez los valores reportados en esta investigacion son mayores a los reportados por Repo de
Carrasco y colaboradores (2008) que realizaron una extraccion convencional con metanol y

encontraron que el contenido de fenoles totales de tomate de arbol fue de 1,3 £ 0,8 mg GAE/g de
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piel + pulpa, la diferencia se podria deber a la matriz utilizada en la extraccion y el solvente

utilizado.

La metodologia convencional empleada en esta investigacion, bajo los tiempos estudiados,
encuentra que la mejor extraccion se presenta al emplear 30 minutos, reportando un valor
promedio de 1,75 mg GAE/g muestra seca. En comparacion a la extraccion obtenida por
ultrasonido este valor es 47 veces menor. Cabe destacar que la eficiencia en la extraccion por

solventes incrementa cuando se emplean tiempos de operacion mas prolongados.

Dichos resultados se podrian explicar ya que el empleo de la extraccion asistida por
ultrasonido posee una eficiencia 10 veces mayor que la extraccion por solventes y 35 veces

mayor que la extraccion por soxhlet (Azuola & Vargas, 2007).

Asi mismo la extraccion de isoflavonas de soya fue mayor cuando se empled ultrasonido,
entre un 6,4% y un 25%, con respecto al método tradicional utilizando metanol, etanol o
acetonitrilo a temperatura ambiente con agitacion (Rostagno et al 2013). Palma (2002) encontro
que el empleo de ultrasonido en la extraccion de isoflavonas de frijoles de soya aumento la
eficiencia entre un 30% y un 200% en comparacion al método tradicional por solventes con

mezclado y agitacion utilizando metanol a diferentes concentraciones.

Las diferencias presentes entre los diferentes métodos de extraccion y muestras empleadas
para comparar el contenido de fenoles totales obtenidos en este estudio a comparacion de otros

estudios se muestra a continuacion en la siguiente tabla.
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Tabla 15.

Comparativo con diferentes matrices en el contenido de fenoles totales

AUTOR (ES) ANO MUESTRA DE PARAMETRO RESULTADO UNIDADES
ESTUDIO
Torres 2012 Pulpa d,e tomate de Fenoles totales 1,39 mg GAE/g
arbol muestra
Residuos de mora Fenoles totales 126,9 mgl GAE/g
muestra seca
sanchez y 2010 Residuos de Fenoles totales 8,646 Mg GAE/g
colaboradores maracuya muestra seca
Re3|duos,de tomate Fenoles totales 14,51 mg GAE/g
de arbol muestra seca
Repo de
Carrasco & 2008 Pulpa d,e tomate de Fenoles totales 1,3 mg GAE/g
. arbol muestra
Enzina
Ghafoory 2009 Semillas de Uva Fenoles totales 5,44 mg GAE/100
colaboradores mL
Sem_lllaS de 24 ff“tas Fenoles totales 0,2-48,51 mg GAE/g
exoticas Colombianas muestra
Contreras y 2011 Cas_cara de 24 fr_utas Fenoles totales 0,62 - 17.12 mg GAE/g
colaboradores exoticas Colombianas muestra
Pu_lpa de 24 fru_tas Fenoles totales 0,16 - 10,18 mg GAE/g
exoticas Colombianas muestra
Esparza y 2016 Lima liofilizada Fenoles totales 26,47 mg GAE/g
colaboradores muestra seca
Rojasy 2014 Mqra .C.astllla Fenoles totales 30 mg GAE/g
colaboradores Liofilizada muestra seca
Espinal AE/1
spinaty 2010 Guayaba Fenoles totales 3,22 Mg GAE/100 g

colaboradores

pulpa

Fuente: (Este estudio).

Las condiciones bajo las cuales se desarroll6 cada estudio seran explicadas a continuacion.

En comparacion a residuos de otras frutas, el contenido de fenoles totales de las cascaras de
tomate de arbol obtenidas por ultrasonido es mayor al contenido de fenoles totales de cascaras de
tomate de arbol y maracuya reportados por Sanchez y colaboradores (2010), quienes realizaron
una maceracion y extraccion etanolica en material seco obteniendo valores de 14,51 mg GAE/g y
8,646 mg GAE/g de muestra seca para cascaras de tomate de arbol y maracuya, respectivamente.

De igual forma, el contenido de fenoles totales es mayor a los valores reportados para mora por
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Rojas y colaboradores (2014), quienes, bajo condiciones Optimas de extraccion asistida por
ultrasonido utilizando acetona en solucién acuosa al 31%, un tiempo de extraccién de 100
minutos en un bafio ultrasénico a 37 kHz de frecuencia y 35 w de potencia, reportaron que
contenido de compuestos fenolicos es de 30 mg GAE/g peso seco. Ademas es mayor el contenido
de fenoles a los reportados para cascara de maracuya por Wong Yy colaboradores (2014) quienes
determinaron que bajo condiciones Optimas la cascara de maracuya tiene un contenido fenolico

total de 15,84 ug GAE/qg.

Esparza y colaboradores (2016) determinaron el efecto de los tratamientos a altas temperaturas
sobre la composicién fendlica y la actividad antioxidante de los residuos de lima (Citrus x
aurantifolia) incluyendo el albedo, flavedo, las membranas capilares y los residuos de pulpa
después de la extraccion del zumo. En residuos de lima liofilizados el contenido de fenoles
totales extraibles (extraccion asistida por ultrasonido con metanol al 80%, T= ambiente, 60 min)
fue de 21,61 mg GAE/g; dicho valor aumenté cuando se optd por secar la muestra a una
temperatura de 120°C llegando a obtener 26,47 mg GAE/g muestra seca de fenoles totales

extraibles. Sin embargo dichos valores son inferiores a los encontrados en este estudio.

Sanchez y colaboradores (2010) determinaron que las semillas de mora son los mayores
aportantes de fitofenoles con 126,9 mg GAE/g vegetal seco. Kuskoski y colaboradores (2005)
encontraron los siguientes valores de fenoles totales para pulpas de acerola 580,1 mg GAE/g y
mango 544,9 mg GAE/g. Como se evidencia el valor obtenido en este estudio para el extracto
seco de cascara de tomate de arbol obtenido por ultrasonido es menor en comparacion a los
reportados anteriormente, de igual forma, es menor a los valores reportados Estrada y

colaboradores (2012), quienes concluyeron que el mayor contenido de fenoles totales extraidos
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mediante ultrasonido de cascara de mango se obtiene en un rango superior a 60% en solucién de

etanol y un tiempo de 20 min obteniendo valores de 800 mg GAE/g residuo.

Comparando la cantidad de compuestos fendlicos de la cascara de tomate de arbol en relacion
a la parte comestible de otras frutas, el contenido de fenoles es mayor a los valores reportados en
la literatura consultada. Espinal y colaboradores (2010) estudiaron cuatro variedades de guayaba
en Colombia determinando que el mayor contenido de fenoles se encontro en la guayaba regional
blanca con un estimado de 3,01mg GAE/g de pulpa, por su parte Rojas y colaboradores (2014)
determinaron el contenido de compuestos fenodlicos en mora liofilizada en 30 mg GAE/g peso
seco, mientras que Moreno y colaboradores (2014) hicieron la determinacion de fenoles totales
obtenidos por extraccion etanolica de diferentes pulpas liofilizadas de fruta, indicando que el
extracto que mayor cantidad posee en cuanto a fenoles totales es el concerniente a la Curuba, con
un valor de 6,38 mg GAE/g muestra en base himeda. Como puede observarse el contenido de
fenoles de estas frutas es menor al valor encontrado en esta investigacion, 83,18 mg GAE/g
muestra seca, con la aclaracion de que en el extracto de curuba se parte de una matriz con alto

contenido de humedad.

Respecto a la concentracion del etanol en la extraccion de compuestos fendlicos Spigno y
colaboradores (2007) establecieron que el rendimiento de fenoles del extracto aumentd cuando el
contenido de agua se incrementd, aumentando el porcentaje de agua en el etanol de un 10% al
30%, mientras que no hay cambios significativos para un contenido de agua entre 30 y 60%.
Yilmaz y Toledo (2006) reportados por Spigno, et al (2007) descubrieron que el contenido de
fenoles de extractos etandlicos de semilla de uva aument6 cuando la proporcion de agua en la
mezcla subid de un 0% a 30%, se mantuvo constante durante 30-40-50% y disminuyé para mayor

porcentaje.
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7.3 Determinacion de la actividad antioxidante

De acuerdo a la revision de literatura que se llevo a cabo en esta investigacion se determino
que los andlisis de actividad antioxidante ABTS, DPPH y ORAC, se realizarian sobre la
extraccion que mayor contenido de fenoles totales arrojara; ya que la actividad antioxidante de

productos hortofruticolas puede relacionarse con el contenido de fenoles totales.

Vasco y colaboradores (2008) manifestaron que aquellas especies con una capacidad
antioxidante moderada evidencian un aporte bajo a intermedio de fenoles totales, y aquellas que
exhiben un elevado potencial antioxidante muestran un aporte intermedio a alto de compuestos
fenolicos, demostrando asi que el contenido fendlico en frutas y vegetales puede contribuir
significativamente a su capacidad antioxidante. Este estudio se realizo sobre frutas ecuatorianas
gue mostraron una elevada capacidad para atrapar el radical DPPH-, revelando a su vez un

moderado a elevado contenido de fenoles totales.

Por su parte Prior y colaboradores (1998) encontraron una alta correlacion entre el contenido
de fenoles totales y la capacidad antioxidante, evaluada por ORAC, de diferentes cultivos de

especies de Vaccinium (Arandanos).

Ademas, pueden existir correlaciones bajas 0 moderadas entre la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales, debido a la presencia de otros compuestos no fenolicos, como
carotenoides y acido ascorbico, con potencial antioxidante (Zapata et al., 2014; Sanchez et al.,

2010).

En este contexto la tabla 16. muestra los resultados de actividad antioxidante DPPH, ABTS y
ORAC de tres muestras obtenidas bajo las mejores condiciones de extraccion dentro de los

niveles estudiados. Los analisis de actividad antioxidante fueron realizados en el laboratorio de
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Calidad de la empresa AOX LAB S.A.S, ubicada en la ciudad de Medellin - Colombia. El
informe final generado por la empresa en cuestion se presenta al final de este documento como

anexo.

Tabla 16.

Actividad antioxidante de extracto etanolico de epicarpio de tomate de arbol reportados por

AOXLAB.
Repeticion DPPH ABTS ORAC
mg Trolox/100 g de mg Trolox/100 g de pumol Trolox/100 g de
extracto extracto extracto
1 101,77 503,31 2093
2 107,43 521,71 2081
3 103,74 498,44 2134

Fuente: (Este estudio).

Dado que los datos suministrados por el laboratorio AOXLAB se reportaron en unidades sobre
100 g de extracto, se procedié a hacer la conversién que permitiese reportar y comparar dicho
valor, en unidades pmol Trolox/g de muestra seca. Para ello se determind la densidad del
extracto (87,34 mg/mL) y se tuvo en cuenta la concentracién (1:20 m/v) utilizada en la

extraccion. Una vez hechos célculos correspondientes los resultados se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17.

Actividad antioxidante de extracto etanoélico de epicarpio de tomate de arbol.

Repeticion DPPH ABTS ORAC
pumol Trolox/g de umol Trolox/g de umol Trolox/g de
muestra seca muestra seca muestra seca

1 71,03 351,27 365,61
2 74,98 364,11 363,51
3 72,40 347,87 372,77
Promedio 72,80 354,41 367,29
Desviacion estandar 2,01 8,57 4,85
Coeficiente de variacién 0,03 0,02 0,01

Las diferencias presentes entre los resultados obtenidos por los métodos DPPH y ABTS se
atribuyen a los inconvenientes presentados por el método DPPH, los cuales limitan y dificultan
su aplicacion. En primer lugar, s6lo puede disolverse en medios organicos (especialmente en
medios alcohdlicos), no en medios acuosos, lo cual limita de manera importante la interpretacion
del papel de los antioxidantes hidréfilos. La molécula de DPPH tiene pocas similitudes con los
radicales peroxilo, los cuales son altamente reactivos y transitorios. Ademas, muchos
antioxidantes que pueden reaccionar rapidamente con radicales peroxilo in vivo, pueden

reaccionar lentamente o incluso pueden ser inertes a DPPH.

Entre tanto la cinética de reaccion que se presenta entre el DPPH y los antioxidantes no es
lineal a la concentracién del DPPH; ademas, la interpretacién de los resultados es complicada si
los compuestos de ensayo tienen espectros que superponen DPPH a 515 nm (Karadag et al.,

2009).
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Por otra parte la reaccion ABTS, puede llevarse a cabo tanto en medio acuoso como en medio
organico. Esta no se ve afectada por la fuerza ionica, razoén que permite medir la capacidad
antioxidante sin implicaciones de la naturaleza hidréfila 6 lipofila de los compuestos. EI método
TEAC que se basa en la oxidacion de ABTS en presencia de H,O, y metroglobina solo mide
antioxidantes hidrofilos. La preparacion del radical ABTS mediante el filtrado de la solucién de
ABTS a través de polvo de dioxido de manganeso permite que el ensayo mida antioxidantes
lipofilos como carotenoides y tocoferoles. Al cambiar el disolvente de agua a etanol, el método
TEAC también permite la medicién de ambos tipos de antioxidantes, ademas de que el ensayo

TEAC permite estudiar muestras en un amplio rango de pH (Karadag et al, 2009).

Segun Floegel y colaboradores (2011) en relacion con el ensayo de DPPH, el ensayo ABTS se
correlaciona mas fuertemente con ORAC, lo cual sugiere que el ensayo de ABTS refleja mejor el
contenido de antioxidantes en una gran variedad de alimentos en comparacion al DPPH, sin
embargo considera que para el estudio de la actividad antioxidante se debe tener en cuenta que
los analisis de ABTS y DPPH son modelos in vitro y no evallan todas las actividades
antioxidantes en los alimentos. Por ultimo, la capacidad antioxidante de los alimentos puede
variar dependiendo de la estacion de cultivo, el origen geografico y las préacticas agricolas

(Floegel et al., 2011).

La correlacion entre las capacidades antioxidantes detectadas por los ensayos de ABTS y
DPPH es fuerte en frutas y bebidas, pero es menor en hortalizas. La mayoria de las hortalizas
analizadas por Floegel y colaboradores (2011) mostraron una capacidad antioxidante mucho mas
baja, medida por el ensayo de DPPH en relacion con el ensayo ABTS. El ensayo ABTS se basa
en la generacion de ABTSe«+ azul/verde, que es aplicable tanto a sistemas antioxidantes hidréfilos

como lipofilos; mientras que el ensayo de DPPH utiliza un radical disuelto en medio organico y
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es, por lo tanto, aplicable a sistemas hidrofobos. La diferencia entre las capacidades antioxidantes
determinadas por los dos ensayos fue mayor en alimentos altamente pigmentados como cereza,

espinaca, ciruelas y col roja (Floegel et al., 2011).

En cuanto al ensayo ORAC, su disefio original limita la medicion de la capacidad antioxidante
hidrofilica que rompe la cadena solo contra los radicales peroxilo. Sin embargo, muchos
antioxidantes son lipofilicos y son particularmente importantes contra la oxidacion de lipidos en
todos los sistemas, asi como otros radicales que son muy activos fisiologicamente (Karadag et al,

2009).

Respecto a la actividad antioxidante DPPH, los valores encontrados en este estudio, bajo los
niveles estudiados para cascara de tomate de arbol (72,80 umol TE/g), son mayores a los
reportados para pulpas de tomate de arbol, tanto de semillas rojas como purpuras cuyos valores
oscilan entre 12,2 y 48,7 umol TE/g (Acosta et al., 2015) y valores reportados por Repo y
colaboradores (2008) 3,41 umol TE/g tejido. Como se evidencia de acuerdo a lo manifestado
anteriormente, el contenido de fenoles totales es mayor en la cascara en comparacion a la pulpa, y
por ende la actividad antioxidante por DPPH es mayor en esta investigacion en comparacion a las

que se realizaron en pulpas.

Para ello en primera instancia se presenta un comparativo con los valores encontrados para la
actividad antioxidante empleando las metodologias DPPH, ABTS y ORAC en diferentes

estudios, describiendo posteriormente las condiciones especificas de cada estudio.
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Tabla 18.
Valores comparativos de diferentes muestras para la determinacion de la actividad

antioxidante por las metodologias ABTS, DDPH y ORAC

. MUESTRA DE p
AUTOR (ES) ANO PARAMETRO RESULTADO UNIDADES
ESTUDIO
Pulpa Acerola 68,2 umﬁla;ri/g
DPPH mol TE/
. Pulpa de Mango 13,7 H g
Kuskoski y muestra
colaboradores 2005 mol TE/
Pulpa Acerola 67,6 umuestrag
ABTS mol TE/
Pulpa de Mango 13,2 H g
muestra
DPPH 3,41 umol TE/ g
Repo de Carrasco & ) tejido
Enzina 2008 Pulpa de tomate de arbol mol TE/
ABTS 3,34 Hmo? "= g
tejido
Aguacate hass (cascara) 189,8 +- 10,8 umol TE/g base
Moreno y humeda
colaboradores 2014 DPPH pmol TE/g base
Semilla Aguacate hass 164,6 -+ 5,1
humeda
Rojas y 2014 Mora Castilla Liofilizada ORAC 273 mM TE/g
colaboradores muestra seca
Acostay 2015 Pulpa de tomate de arbol DPPH 12,2-48,7 umol TE/g
colaboradores muestra
Semillas de Uva 10,5 pg TE/mI
Kabir y .
2015 Ciruela Madura DPPH 15,2 pg TE/mI
colaboradores
Cascara de Trigo 37,6 pg TE/mI
. . ABTS 89 pmol TE/g pulpa
Espiny Cuatro Cultivares seca
colaboradores 2016 Tomate Arbol pmol TE/g pulpa
ORAC 325
seca
DPPH 122.28- 20492~ HMOITE/G
muestra seca
Esparzay 2016 Lima liofilizada ABTS 676,99 umol TE/g
colaboradores muestra seca
ORAC 960,68 umolTE/g
muestra

Fuente: (Este estudio).

En comparacion a otros frutos la actividad antioxidante es mayor a la reportada para el caso
de pulpas de acerola y mango, las cuales presentan valores de 68,2 y 13,7 umol TE/g de muestra

respectivamente (Kuskoski et al., 2005). Sin embargo la actividad antioxidante DPPH es menor a
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la reportada para lima liofilizada cuyos valores oscilaron entre 122,28 a 294,92 umol TE/g
muestra seca (Esparza et al., 2016) y aguacate Hass que reportan valores de 189,8 + 10,8 umol
TE/g base humeda para cascara y 164,6 £ 5,1 umol TE/g base humeda en semilla, en el caso de
los residuos, mientras que en pulpa se reporta 165,10 + 4,36 umol TE/g base himeda (Moreno et

al, 2014).

Al evaluar la actividad antioxidante en base a la metodologia ABTS se encuentra que la
cascara en polvo de tomate de arbol empleada en esta investigacion posee un valor de 354,41
pumol Trolox/g de muestra seca, que en comparacion a los resultados reportados por Esparza y
colaboradores (2016) en Lima Liofilizada es 1.9 veces menor, pues esta tiene una actividad de
676,99 umol TE/g muestra seca. A su vez el valor reportado por esta investigacion es 3.9 veces
superior al reportado por Espin y colaboradores (2016) en cuatro cultivares de tomate de arbol
(89 umol TE/g pulpa seca), 5.24 y 26.8 veces superior a los reportados por Kuskoski y
colaboradores (2005), 67.6 umol TE/g muestra y 13.2 umol TE/g muestra, en pulpas de acerola y
mango respectivamente y 106 veces mayor al reportado en pulpa de tomate de arbol 3.34 pmol
TE/ g tejido (Repo et al., 2008). Con ello se corrobora que el contenido de fenoles totales influye
en la actividad antioxidante y que esta a su vez se encuentra influenciada por la parte del fruto o

vegetal que sea tomado como matriz de analisis.

En cuanto a la capacidad de absorcion de oxigeno Esparza y colaboradores (2016) reportan
que muestras de lima liofilizada poseen un valor ORAC de 960,68 umol TE/g muestra, que es 2.6
veces superior al reportado en esta investigacion 367.29 pumol Trolox/g de muestra seca en
cascara en polvo de tomate de arbol; sin embargo este resultado es mayor a los reportados por

Espin y colaboradores 325 umol Trolox/g pulpa seca en cuatro cultivares de tomate de arbol, y el
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reportado por Rojas y Colaboradores (2014) en mora de castilla liofilizada 273 umol Trolox/g de

muestra seca.

Cabe destacar de acuerdo a investigaciones de varios autores, una ingesta contemplada entre
3.000 a 5.000 ORAC/dia, promueve benéficamente el equilibrio oxidativo en el plasma
sanguineo Yy los tejidos corporales (Rojano et al., 2012; Prior et al., 2003), razon por la cual se
recomienda la ingesta permanente de productos naturales con alto contenido de antioxidantes,

promoviendo asi un concepto saludable nutraceutico.
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8. CONCLUSIONES
La cascara de tomate de arbol se caracteriza por el alto contenido de fibra (45,22 g/1009)
importante en la industria para la obtencién de alimentos nutraceuticos, ademas del alto

contenido de extracto no nitrogenado 32,04 g/100g.

Los nutrientes en mayor proporcion de la cascara de tomate de arbol son el potasio (1540
mg/100g), calcio (200 mg/100g), azufre (110 mg/100g), fosforo (80 mg/100g), magnesio
(50mg/100g), hierro (3,79 mg/100g), cobre (1,42 mg/100 g), manganeso (1,35 mg/100g) y zinc

(0,89 mg/1009)

El indice de absorcion de agua (IAA) de cascara en polvo de tomate de arbol fue de 5,16, el

indice de solubilidad en agua (ISA) 10,53 y el poder de hinchamiento (PH) 5,66.

El mayor contenido de fenoles totales bajo los factores y niveles estudiados se observé cuando
la extraccidn con ultrasonido se realiz6 a 37KHz de frecuencia, a mayor tiempo de extraccion 30

min y con potencia de 220V con un valor de 83,18 mg GAE/g de muestra seca.

Los factores frecuencia, potencia y tiempo de extraccion, al igual que la interaccion potencia-
tiempo de extraccion, bajo los niveles estudiados en el proceso de extraccidn de fenoles asistido
con ultrasonido, causan un efecto estadisticamente significativo sobre el contenido de fenoles

totales (p-valor < 0,05) con un intervalo de confianza de 95%.

La actividad antioxidante del extracto obtenido bajo las mejores condiciones de extraccion fue
de 72,80, 354,41 y 367,29 umol Trolox/g de muestra seca obtenidas bajo las metodologias

DPPH, ABTS y ORAC, respectivamente.
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Al comparar los resultados de esta investigacion con los reportados en la literatura, la cascara
de tomate de arbol puede ser fuente de compuestos bioactivos ya que tiene mayor contenido de

fenoles totales y de actividad antioxidante que la pulpa y los residuos de otras frutas.
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9. RECOMENDACIONES
Los resultados para la extraccion asistida con ultrasonido de compuestos fendlicos, sugieren
que el tiempo de extraccion en los niveles estudiados no llega a ser el éptimo, por ende se sugiere

estudiar el efecto del tiempo con niveles superiores a los 30 minutos.

Realizar un estudio del efecto del tipo y la concentracion de solvente utilizados para la

extraccion asistida con ultrasonido sobre el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante.

Complementar la investigacion con la realizacion de estudios de factibilidad para establecer si

es recomendable realizar extraccion de compuestos antioxidantes de cascara de tomate de arbol.

Evaluar otro método de secado de la cascara de tomate de arbol, que involucre menor
temperatura y tiempo ya que se sabe que en esta operacion se pueden perder compuestos

antioxidantes.
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Anexo 1. Protocolo determinacion de fenoles totales Folin-Ciocalteau del laboratorio de
calidad y conservacion de alimentos

Curva de calibracion

Se prepara una solucion madre de acido galico a una concentracion de 1000ppm (1mg/mL),
diluyendo 250mg de acido galico en agua destilada en un balén de 250ml. Se Prepara una
solucion de carbonato de sodio (Na2CO3) al 20% P/V, pesando 5g y diluyendo con agua
destilada y aforando en un balon de 25mL. Dejar reposar la solucion de carbonato por 5 minutos.
Preparar las diluciones a concentraciones de 25, 50, 100, 150, 250 y 500 ppm a partir de la

solucion madre de acido galico asi:

Solucion madre de | Volumen de &cido | Volumen de balon | Concentracion de
acido galico. galico. aforado. acido galico.
Ppm mL mL Ppm
1000 0,25 10 25
1000 0,5 10 50
1000 1 10 100
1000 1,5 10 150
1000 2,5 10 250
1000 5 10 500

Preparacion de la reaccion y medicion de absorbancia

Adicionar en orden 0,1mL de la solucion a analizar (en este caso las diluciones de acido galico),

0,5mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 1,5mL de carbonato de sodio (Na2CO3) al 20% P/V vy
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aforar con agua destilada en el balén de 10mL. Agitar cada una de las soluciones. Dejar reposar
las soluciones por 2 horas en la oscuridad. A una longitud de onda a 765nm hacer la lectura de

absorbancia.

Datos obtenidos

AG(ppm) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio DE Cv
25 0,048 0,049 0,045 0,047 0,002 4,397
50 0,111 0,108 0,105 0,108 0,003 2,777
100 0,158 0,156 0,160 0,158 0,002 1,265
150 0,243 0,239 0,240 0,241 0,002 0,864
250 0,373 0,369 0,371 0,371 0,002 0,539
500 0,667 0,669 0,669 0,667 0,001 0,172

AG: Acido galico; Abs: Absorcion; DE: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de varianza.
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Curva de calibracion de acido gélico para la determinacion de fenoles totales por el método

de Folin-Ciocalteau.

0,668

Absorbancia 763nm

=]
L)

0 100 200 300 400 500 600
ppm acido galico
Ecuacion:
vy =0,0013 x + 0,0352 R? = 0,9961

Donde y es la absorbancia de la muestra y x es la concentracion en ppm de &cido galico.

Despejando x:

_y—0,0352
X =700013
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